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Opinnäytetyön aiheena oli kromatografialaitteiston käyttöönotto ja testaus. Toimeksiantajana oli 
Turun ammattikorkeakoulu. Opinnäytetyön tavoitteena oli ottaa kromatografialaite käyttöön, 
kehittää toimiva puhdistusmenetelmä kohdeproteiinille, laatia käyttöohje ja ohjata opiskelijoita 
käyttämään kromatografialaitetta laboratoriossa. 
Työssä käsiteltiin sekä kromatografialaitteen että proteiinipuhdistusmenetelmien ominaisuuksia 
ja käytettäviä analyyseja. Aluksi kromatografialaitteisto asennettiin ja testattiin käyttökuntoon 
ennen proteiinipuhdistusmenetelmän kehitystyötä. Kromatografialaitetta käytetään 
biomolekyylien erottamiseen ja puhdistamiseen. Opinnäytetyön kohdeproteiini on monomeerinen 
mEGFP (monomeric enhanced green fluorescence protein), tehostettu vihreää fluoresoiva 
proteiini, joka on eristetty Aequorea Victoria -meduusasta.  
Kohdeproteiinin puhdistuksessa käytettiin anioninvaihtomatriiseja. Anioninvaihtokolonnissa on 
positiivisesti varautunut ja sitoo negatiivisesti varautuneita proteiineja. Puhdistusmenetelmän 
kehitystyössä käytettiin Tris- ja Bis-Tris-propaanipuskureita. Automaattisen puskurisekoitusoption 
(buffer blending) toimivuutta testattiin myös kehitystyön aikana. Tämän lisäksi vertailtiin valmiiden 
puskureiden toimivuutta. Kokemuksen mukaan puskurisekoitustoiminto sopii tutkimustyöhön, 
mutta rutiiniajoissa valmiiden puskurien käyttö on suositeltava. Kehitystyön aikana tehtiin myös 
proteiinipitoisuus- ja fluoresenssianalyyseja. Näiden lisäksi suoritettiin geelielektroforeesiajoja 
lopputuotteiden koon ja puhtauden tarkastamiseksi. Näiden analyysien avulla pystyttiin 
toteamaan puhdistusmenetelmän tehokkuus. Opinnäytetyön loppuvaiheessa opiskelijat 
opastettiin käyttämään kromatografialaitetta laboratoriossa. 
Opinnäytetyön tuloksien tarkastelussa käsiteltiin puskurisekoitusoption toimivuutta, eri 
puhdistusmenetelmien soveltuvuutta ja tulosten luotettavuutta. Tulosanalyysin perusteella 
todettiin, että Tris-puskurilla ja Q Sepharose XL -anioninkolonnilla saadaan kohdeproteiini 
puhdistettua tehokkaasti. 
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This thesis concerns the commissioning and testing of chromatograph. The objective of the thesis 
was to commission the chromatograph, to develop a purification method for the target protein, to 
create instructions, and to guide students to use the chromatograph in the laboratory. 
The features of the chromatograph were studied, the purification method was developed and 
analyses were performed in the practical phase of the thesis project. At the beginning, the 
chromatograph was installed and tested before the developing of the purification method. 
Chromatograph is used to separate and purify biomolecules. The target protein of the thesis is a 
monomer enhanced green fluorescence protein, or mEGFP, isolated from a jellyfish (Aequorea 
Victoria). 
Anion exchange matrixes were used to purify the target protein. In the anion exchange technique, 
the column contains the positively charged matrix that has the ability to bind to the negatively 
charged proteins. Tris and Bis-Tris propane were used as a buffer in the development of the 
purification method. The functionality of the buffer blending was tested and ready-to-use buffers 
were also used in the thesis. Based on the findings, the buffer blending function of the 
chromatograph is suitable in research use, but the ready-to-use buffers are more recommended 
in routine use. The protein assay and the measurement of fluorescence were performed during 
the development of the purification method. The size and the purity of the final products were 
analyzed by using the gel electrophoresis technique. The efficiency of the purification methods 
can be confirmed by using these analyses. At the end of the thesis project, students were 
instructed on how to use the chromatography in the laboratory. 
The functionality of the buffer blending, the suitability of the purification methods and the reliability 
of the results were discussed. According to the analyses, the target protein was purified efficiently 
by using Tris buffer and a Q Sepharose XL matrix. 
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1 JOHDANTO 
Opinnäytetyön aiheena oli kromatografialaitteiston käyttöönotto ja testaus. Työn toimek-
siantaja oli Turun ammattikorkeakoulu. Kromatografialaitetta käytetään proteiinien erot-
tamiseen ja puhdistamiseen. Proteiinien erottelu ja puhdistaminen ovat keskeisiä pro-
sesseja bioteollisuudessa. Kromatografialaitteen hankinnalla haluttiin varmistaa ajan 
mukainen opetus ja tutkimustyö.  
Opinnäytetyön tarkoituksena oli ottaa kromatografialaite käyttöön, kehittää proteiinipuh-
distusmenetelmä, laatia laitteelle käyttöohje ja ohjata opiskelijat käyttämään laitetta. 
Opinnäytetyöhön kuului myös laitteen asennukseen ja koulutukseen osallistuminen. Kro-
matografialaite ja laitteen osat oli asennettu ja toimintatestattu ennen käyttöönottoa. Kro-
matografialaitteen käyttöönotossa tehtiin menetelmäkehitystä eri kolonneilla. Tämän li-
säksi testattiin puskurisekoitusoption toimivuus. Laitteiston käyttöönoton jälkeen laadit-
tiin käyttöohje Turun ammattikorkeakoulun ohjeiden mukaisesti. Opinnäytetyön loppu-
vaiheessa ohjattiin opiskelijoita käyttämään kromatografialaitetta proteiinipuhdistuk-
sessa.  
Opinnäytetyön tärkeimpinä tavoitteina oli saada kromatografialaite käyttökuntoon sekä 
kehittää kohdeproteiinille puhdistusmenetelmä ioninvaihtokromatografialla. Tämän li-
säksi laadittiin käyttöohjeet opetusta varten.  
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2 KROMATOGRAFIALAITE 
NGC Scout 10 Plus -kromatografialaitetta käytetään biomolekyylien erottamiseen ja puh-
distamiseen (kuva 1). Biomolekyyleja ovat esimerkiksi proteiinit, peptidit, nukleiinihapot, 
monoklonaaliset vasta-aineet ja muut pienet molekyylit. Kromatografialaitetta ohjataan 
Chromlab-ohjelman avulla. Ohjelmalla voidaan ohjata kromatografialaitetta manuaali-
sesti, laatia menetelmät puhdistusajojen ajamiseen ja analysoida tulokset. (Bio-Rad 
2020d.) 
 
Kuva 1. Kromatografialaite A ja fraktiokerääjä B (Bio-Rad 2020d, kuvaa muokattu). 
 
2.1 Kromatografialaitteen ja Chromlab-ohjelman ominaisuudet 
Kromatografialaitteistoon esiasetettujen moduulien lisäksi voidaan asentaa lisäominai-
suuksia näytteille, puskureille ja kolonneille. Opinnäytetyössä käytettiin puskuriyhdistys-
venttiiliä, jonka avulla voidaan sekoittaa ajopuskurit automaattisesti kantaliuoksesta tiet-
tyyn pitoisuuteen ja pH-arvoon.  
Chromlab-ohjelmalla voidaan muokata ennalta määritettyjä menetelmiä, automatisoida 
sekä monikolonnitoiminta että näytteen syöttö ja sekoittaa ajopuskurit automaattisesti 
puskurisekoitustoiminnolla (buffer blending). Laitteistossa näyte injektoidaan 
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näyteluuppiin, mikä mahdollistaa myös suuret näytetilavuudet. Ajon jälkeen voidaan 
myös analysoida puhdistustulokset, määrittää proteiinipitoisuutta ja laajentaa esiasetetut 
kromatografialaitteen järjestelmät omaan käyttöön. Puhdistustulokset analysoidaan esi-
merkiksi integroimalla piikkiä ja muokkaamalla kromatogrammin x-akselin ja y-akselei-
den arvoja. 
 
2.2 Toimintaperiaate 
NGC Scout 10 Plus -kromatografia kuuluu nopean proteiinin nestekromatografiaan (fast 
protein liquid chromatography tai FPLC). FPLC on analyysitekniikka, jossa puhdistetaan 
suuria biomolekyyleja, kuten proteiinia tai DNA:ta (Knauer 2020). FPLC käyttää pump-
pua säätämään nopeutta, jolla liikkuva faasi kulkee kiinteän faasin eli matriisin läpi. 
FPLC-järjestelmä koostuu yleensä pumpusta, UV/VIS-detektorista, sähkönjohtokykymit-
tarista ja fraktiokerääjästä. (Bio-Rad 2020b.)  
Kromatografialaitteen toimintaan kuuluu neljä päävaihetta, jotka ovat kromatografian ja 
kolonnin tasapainotus, näytteen syöttö, kolonnipesu ja näytteen eluointi. Kromatografian 
tasapainotuksessa pumppu pumppaa ajopuskuria näytesyötön ja UV/VIS-detektorin 
kautta jäteastiaan. Kolonnin tasapainotuksessa pumppu pumppaa ajopuskuria kolonnin 
ja UV/VIS-detektorin kautta jäteastiaan. Näytesyötössä syötetään näytettä kolonniin näy-
teluupilla. Kolonnipesussa pumppu pumppaa ajopuskuria kolonnin ja UV/VIS-detektorin 
kautta jäteastiaan. Näytteen eluoinnissa pumppu pumppaa eluointipuskuria kolonnin ja 
UV/VIS-detektorin kautta fraktiokerääjälle. (Bio-Rad 2020a.) UV/VIS-detektori havaitsee 
biomolekyylien signaalia aallonpituudella 280 nm yhden aallonpituuden UV/VIS-detekto-
rilla tai 190–800 nm moniaallonpituus UV/VIS-detektorilla. UV/VIS-detektoriin on raken-
nettu kiinteät deuterium- ja volframilamput. (Bio-Rad 2020d.) Deuteriumlampulla käyte-
tään ultravioletin alueen (180–400 nm) mittaamiseen ja volframilamppu käytetään näky-
vän valon mittaamiseen (400–800 nm). Kuvassa 2 on esiteltynä NGC Scout 10 Plus -
kromatografian toimintaa. 
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Kuva 2. Kromatografian toiminta (Bio-Rad 2020a, kuvaa muokattu). 
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3 PROTEIINIPUHDISTUSMENETELMÄT 
Proteiinipuhdistusmenetelmiä on muun muassa affiniteettikromatografia, geelisuodatus-
kromatografia, hydrofobinen vuorovaikutuskromatografia ja ioninvaihtokromatografia. 
 
3.1 Ioninvaihtokromatografia 
Ioninvaihtokromatografiaan (IEX) kuuluvat anionin- ja kationinvaihtokromatografiat. Ani-
oninvaihtokromatografiassa positiivisesti varautuneet proteiinit kulkeutuvat pylvään läpi 
sitoutumatta. Sitoutuneet negatiiviset proteiinit eluoidaan matriisista nostamalla puskurin 
suolapitoisuutta tai muuttamalla pH-arvoa. Kationinvaihtokromatografiassa pylvääseen 
sitoutuvat positiivisesti varautuneet proteiinit eluoidaan samalla tavalla kuin anioninvaih-
tokromatografiassa. 
 
Anioninvaihtokromatografia 
IEX-matriisi koostuu pienistä partikkeleista, jotka ovat sitoutuneet kovalenttisesti negatii-
visesti varautuneisiin funktionaalisiin ryhmiin. Tyypillisiä matriiseja ovat selluloosa, aga-
roosi, polystyreeni ja polyakryyliamiini. Opinnäytetyössä käytettiin Q Sepharose Fast 
Flow- ja Q Sepharose XL -matriisia. Q Sepharose -matriisit ovat vahvoja anioninvaihti-
mia, jotka ovat positiivisesti varautuneet. (GE Healthcare Life Sciences 2020e.) Proteii-
nit, jotka puhdistetaan tällä menetelmällä, liuotetaan suolattomaan ajopuskuriin. Negatii-
visesti varautuneet proteiinit sitoutuvat positiivisesti varautuneisiin partikkeliin kolon-
nissa. Proteiinin sitoutumisintensiteetti matriisissa perustuu proteiinien negatiivisen net-
tovarauksen voimakkuuteen. Positiivisesti varautuneet proteiinit ja epäpuhtaudet eivät 
sitoudu positiivisesti varautuneeseen matriisiin ja eluoituvat ensin. (Berg ym. 2002, 140–
141.) Ioninvaihtokromatografian periaate on esiteltynä kuvassa 3. 
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Kuva 3. Anioninvaihtokromatografian menetelmän periaate (GE Healthcare Life 
Sciences 2020a, 1, kuvaa muokattu). 
 
Kationinvaihtokromatografia 
Kationinvaihtokromatografian matriisit ovat esimerkiksi CM Sephadex- ja SP Sepharose 
-matriisit. CM Sephadex -matriisi on heikko kationinvaihdin, joka on negatiivisesti varau-
tunut (GE Healthcare Life Sciences 2020b). SP Sepharose -matriisi on vahva kationin-
vaihdin, joka on myös negatiivisesti varautunut (GE Healthcare Life Sciences 2020g). 
Positiivisesti varautuneet proteiinit sitoutuvat negatiivisesti varautuneisiin partikkeliin 
(Berg ym. 2002, 140–141). Kationinvaihtokromatografian matriisit ovat negatiivisesti va-
rautuneet, joihin positiivisesti varautuneet proteiinit sitoutuvat. Negatiivisesti varautuneet 
proteiinit eivät sitoudu kolonniin. 
 
3.2 Hydrofobinen vuorovaikutuskromatografia 
Hydrofobinen vuorovaikutuskromatografia (HIC) erottaa proteiinit pintahydrofobisuuden 
ominaisuuden (surface hydrophobicity) mukaan. Hydrofobisen matriisin ja proteiinien vä-
listä vuorovaikutusta parannetaan käyttämällä korkean suolapitoisuuden puskuria. Pro-
teiinit, joilla on pintahydrofobisuutta, sitoutuvat hydrofobiseen matriisiin. Alhaisen pinta-
hydrofobisuusasteen proteiinit eluoituvat ensin, kun suolapitoisuutta vähennetään. (GE 
Healthcare Life Sciences 2020c, 9–11.) Kuvassa 4 on esiteltynä hydrofobisen vuorovai-
kutuskromatografian menetelmän periaate.  
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Kuva 4. Hydrofobinen vuorovaikutus kromatografian menetelmän periaate (GE 
Healthcare Life Sciences 2020c, 9–11, kuvaa muokattu). 
 
3.3 Geelisuodatuskromatografia 
Geelisuodatuskromatografialla voidaan jatkaa ioninvaihto-, hydrofobisen vuorovaikutus- 
ja affiniteettikromatografian jälkeen, koska puskurikoostumus ei vaikuta lopulliseen erot-
teluun (GE Healthcare Life Sciences 2020f, 12).  
Geelisuodatuskromatografian toiminta perustuu proteiinin kokoon. Geelisuodatuskroma-
tografian matriisit ovat huokoiset, joiden halkaisija on tyypillisesti noin 100 µm. Pienet 
molekyylit pääsevät matriisin huokosten sisään, mutta suuret eivät. (Berg ym. 2002, 
140–141.) Tämän takia isot proteiinit kulkeutuvat nopeammin kuin pienet. Geelisuoda-
tuskromatografian kolonnin on oltava pitkä, jotta saadaan erikokoiset biomolekyylit erot-
tumaan toisistaan selkeästi. Geelisuodatuskromatografiassa käytetään vain yhtä pusku-
ria eli ajopuskuria puhdistuksen aikana. 
Kuvassa 5 on esiteltynä geelisuodatuskromatografian periaate. Kun näyte syötetään ko-
lonniin, erikokoiset proteiinit erottuvat eluointipuskurin mukana. Mitä suurempi proteiini 
on, sitä nopeammin se eluoituu kolonnista.  
15 
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Kuva 5. Geelisuodatuskromatografian periaate (GE Healthcare Life Sciences 2020f, 12). 
 
3.4 Affiniteettikromatografia 
Affiniteettikromatografia on kaikkein spesifisin menetelmä, jolla saadaan kohdeproteiini 
puhdistettua. Affiniteettikromatografiaa käytetään vasta-aineiden (antibody), merkittyjen 
proteiinien (tagged protein) ja biomolekyylien erityisten ryhmien, esimerkiksi glykoprote-
iinien, puhdistamiseen (GE Healthcare Life Sciences 2020d).  
Affiniteettikromatografia perustuu spesifiseen sitoutumisvuorovaikutukseen ligandin ja 
kohdeproteiinin välillä. (Berg ym. 2020, 140–141.) Kohdeproteiinia muokataan niin, että 
ainoastaan kyseinen proteiini sitoutuu käytettävän matriisin ligandiin. Ligandi voi olla ioni 
tai molekyyli, joka muodostaa kompleksin sitoutuessaan tiettyyn atomiin (Chemicool Dic-
tionary 2020).  
Affiniteettikromatografiassa on kolme pääkomponenttia: puskuri tai näyte, stationaari-
faasi eli matriisi ja kolonni. Muokattu proteiini eli kohdeproteiini sitoutuu tiukasti ja tarkasti 
matriisin ligandiin. Muut proteiinit huuhtoutuvat pois pesun aikana ja tämän jälkeen koh-
deproteiini eluoidaan matriisista. (Thermo Fisher Scientific 2020b.) Eluointipuskuri ku-
moaa matriisin ligandin ja kohdeproteiinin sitoutumisvuorovaikutuksen, jolloin kohdepro-
teiini irtoaa eluointipuskurin mukana kolonnista. Kuvassa 6 on esiteltynä affiniteettikro-
matografian toimintaperiaate. 
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Kuva 6. Affiniteettikromatografian toimintaperiaate (Thermo Fisher Scientific 2020b, ku-
vaa muokattu). 
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4 KROMATOGRAFIALAITTEEN TESTAUS JA 
MENETELMÄKEHITYS 
mEGFP on vihreää fluoresoiva proteiini, jota käytetään opinnäytetyössä kohdeproteii-
nina. mEGFP on eristetty  Aequorea Victoria -meduusasta ja sen molekyylipaino on 
27 kDA (FP base 2020).  Plasmidin, mEGFP−pKR5 (kuva 7, punainen nuoli) sisältämä 
kohdeproteiini kloonataan PCR-menetelmällä.  
 
 
Kuva 7. mEGFP−pKR−plasmidi (Addgene 2020, kuvaa muokattu). 
 
PCR-menetelmällä voidaan kopioida DNA:ta. PCR-menetelmän avulla kohdesekvenssiä 
monistettiin analyysiä varten. PCR-menetelmässä tarvitaan DNA-
18 
TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Thipsuda Sangsaikaew 
polymeraasientsyymiä. DNA-polymeraasientsyymi on eristetty lämpökestoisesta Ther-
mus aquaticus -bakteerista. Tätä DNA-polymeraasientsyymiä kutsutaan Taq-polyme-
raasiksi.  (Khan Academy 2020.) Kohdeproteiinijakso saadaan monistettua PCR-mene-
telmällä alukkeen (primer) avulla. Aluke käytetään tarkan proteiinijakson monistamiseen. 
PCR-menetelmässä käytetään PCR-laite, mikä pystyy muuttamaan lämpötiloja nopeasti. 
PCR-menetelmällä on kolme päävaihetta, kuten DNA:n denaturointi, lämpökäsittely (an-
nealing) ja pidentäminen (elongation). Denaturaatiovaiheessa käytetään korkea lämpö-
tilaa denaturoimaan kaksijuosteinen DNA yksijuosteiseksi. Kun kaksijuosteinen DNA on 
denaturoitu yksijuosteiseksi, aluke kiinnittyy lämpökäsittelyvaiheessa yksijuosteisen 
DNA:n 3´-päähän. Viimeisessä vaiheessa eli elongaatiovaiheessa tapahtuu DNA-syn-
teesi eli DNA:n kahdentuminen. (Pärssinen ym. 2012, 179–181.) PCA-menetelmässä 
suoritetaan vähintään 20 sykliä, jotta saadaan tarpeeksi monta kohdeproteiinijaksoa 
analysoitavaksi. PCR-menetelmän kolme päävaihetta lasketaan yhdeksi sykliksi. Ku-
vassa 8 on esiteltynä PCR-periaate. 
 
 
Kuva 8. PCR-periaate (Benchling 2020). 
 
PCR-menetelmällä kopioitu kohdeproteiinijakso ja haluttu vektori (pET−32b+) leikataan 
EcoRI ja SalI -entsyymeillä. Kohdeproteiinijakso ja haluttu vektori (pET−32b+) erotetaan 
muista proteiineista koon perusteella agaroosigeelielektroforeesilla.  
Agaroosigeelielektroforeesia käytetään biomolekyylin erottamiseen varauksen ja koon 
perusteella. Negatiivisesti varautuneet DNA-molekyylit liikkuvat positiiviseen suuntaan. 
19 
TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Thipsuda Sangsaikaew 
Agaroosi on polysakkaridi, joka on eristetty merilevästä. Yhden prosentin agaroosigeeli 
sopii PCR:n tuotteen ja plasmidin erottamiseen. Pienet DNA-molekyylit liikkuvat nope-
ammin agaroosigeelissä. (Genetic Education 2020.) Kuvassa 9 on esiteltynä elektrofo-
reesin toimintaperiaate. 
 
 
Kuva 9. Elektroforeesin toimintaperiaate (Hope´s Mine 2020). 
 
Kohdeproteiini ja haluttu vektori (pET−32b+) kerätään talteen puhdistettavaksi agaroo-
sigeelistä. Puhdistettu kohdeproteiini laitetaan Escherichia coli -bakteerisoluun elektro-
poraatiomenetelmällä. 
Elektroporaatiomenetelmällä (kuva 10) rikotaan bakteerien soluseinät, jonka jälkeen lai-
tetaan kohdeproteiini bakteerisolun sisälle. Sähkökompetentti E. coli -bakteeri (KRX-
kanta) ja haluttu vektori laitetaan elektroporaatiokyvettiin. E. coli -bakteerin soluseinät 
rikotaan väliaikaisesti sähköisen pulssin avulla elektroporaatiokyvetissä (Bioelectroche-
mical society 2020). 
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Kuva 10. Elektroporaatiomenetelmän periaate (Bioelectrochemical society 2020). 
 
pET−32b+-vektorissa on geeni (AmpR), mikä antaa E. coli -bakteerille vastustuskyvyn 
antibiootille (kuva 11, punainen nuoli). Kohdeproteiinia sisältävä E. coli -bakteeri kasva-
tetaan antibioottimaljalla. Kasvatuksen jälkeen mEGFP:a sisältävä E. coli -bakteeripe-
säke valitaan maljasta. Valittu E. coli -bakteeripesäke kasvatetaan pienessä kasvatus-
putkessa ja säilytetään pakastimessa. 
 
 
Kuva 11. pET−32b+-vektori (SnapGene 2020, kuvaa muokattu). 
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Geenimuunneltu E. coli -bakteeri kasvatetaan LB (Luria-Bertani) -liemessä, jossa on 
100 µg/ml antibioottia. Nyt kasvatuksissa käytetään autoinduktiomenetelmää.  Autoin-
duktiomenetelmässä kasvatusliemeen lisätään sokereita, kuten glukoosia ja rhamnoo-
sia. Kun kaikki glukoosit on käytetty ravinteeksi, bakteerisolut käyttävät rhamnoosia koh-
deproteiinin eli mEGFP:n tuottamiseen. 
Kasvatuksen jälkeen E. coli -bakteerisolut ja kasvatusliemi erotetaan sentrifugoimalla. 
Tämän jälkeen E. coli -bakteerisolut liuotetaan puskuriliuokseen ja hajotetaan French 
press -soluprässilaitteella.  
French Press -soluprässi sopii prokaryoottisten solujen hajottamiseen, koska se hajottaa 
soluseinät ja solukalvot hellävaraisesti. Soluprässi hajottaa solut käyttämällä korkeaa 
painetta. Opinnäytetyön soluprässin käyttötilavuus on enintään 35 ml (Thermo Electron 
2020). Tässä opinnäytetyössä käytettiin French Press -soluprässiä. Hajotuksen ja sentri-
fugoinnin jälkeen supernatantti eli proteiiniliuos kerätään jatkopuhdistamista varten. 
 
4.1 Proteiininäytteen esivalmistelut 
Proteiininäytteen esivalmisteluun kuuluvat solumassan hajotus ja lämpökäsittely. Ge-
neettisesti muokatut E. coli -solumassat sulatettiin ja jaettiin kahteen putkeen ja E. 
coli -solumassan massat punnittiin tarkkuusvaa´alla. Lisättiin ioninvaihtokromatografian 
puskuri A:ta eli 0,02 M Bis-Tris-propaania suhteessa 1 g/1 ml punnittuihin E. coli -solu-
massaputkiin. Hajotettiin solumassat soluprässillä kolme kertaa paineella 1 300–1 500 
psi käyttöohjeen mukaisesti. Hajotetut E. coli -solumassat tasapainotettiin jakamalla puo-
leksi ja sentrifugoitiin 10 000 x g (4 °C, 30 min). Lysaattinäytettä otettiin talteen analysoi-
tavaksi pipetoimalla 300 µl pipetillä 0,6 µl Eppendorf-putkeen ja säilytettiin pakasteessa. 
Lysaattinäytteen tilavuus on 25,5 ml. Loput lysaattinäytteet siirrettiin lämpökäsiteltäväksi. 
Lysaattinäytteet lämpökäsiteltiin (70 °C, 30 min). Sekoitettiin lämpökäsittelynäytteet 10 
minuutin välein. Sentrifugoitiin lämpökäsittelynäytteet 6 500 x g (4 °C, 10 min). Lämpö-
käsittelynäyte otettiin talteen analysoitavaksi pipetoimalla 300 µl pipetillä 0,6 µl Eppen-
dorf-putkeen ja säilytettiin pakasteessa. Lämpökäsittelynäytteen tilavuus on 19 ml. Loput 
lämpökäsittelynäytteet yhdistettiin ja säilytettiin pakasteessa. 
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4.2 Kolonnin matriisin vaihto ja regenerointi 
Kolonnin matriisin vaihto (1 ml) 
Poistettiin sintterikiinnike kolonnista yhdistämällä kolonnin alapääty kromatografialait-
teen pumppuletkuun ja ajettiin 20 % etanolilla virtausnopeudella 1 ml/min. Poistettiin 
vanha matriisi ajamalla 20 % etanolia virtausnopeudella 1 ml/min ja otettiin sintteri tal-
teen. Sintteri ja kolonni huuhdeltiin laboratoriovedellä. Kolonni pakattiin pipetoimalla Q 
Sepharose -matriisia (GE Heathcare) pasteur-pipetillä kolonniin ja tasattiin matriisia va-
luttamalla matriisin säilöliuosta 3 minuuttia. Lisättiin matriisia pasteur-pipetillä. Laitettiin 
sintteri ja sintterikiinnike kolonniin kuvan 12 mukaisesti. 
 
 
Kuva 12. 1 ml:n kromatografiakolonni. 
 
Kolonnin regenerointi 
Kolonnin regenerointi tehtiin manuaalisesti ilman ajo-ohjelman käyttöä. Kiinnitettiin ko-
lonni kromatografialaitteen kolonnipaikkaan ja tasapainotettiin matriisia ajamalla 20-pro-
senttia etanolia virtausnopeudella 1 ml/min 15 minuuttia ja pysäytettiin ajovirtaus. Kolon-
nin regenerointi suoritettiin kuvan 13 mukaisesti. 
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Kuva 13. Kolonnin regenerointi. 
 
Letkut A & B huuhdeltiin laboratoriovedellä ennen letkujen siirtoa. Edellinen liuos pois-
tettiin pumpusta pumppupesuohjelmalla. Irrotettiin kolonni detektorista ja kiinnitettiin 
tulppa kolonnin alapäätyyn pysäyttämättä ajovirtausta. Täytettiin kolonnin yläpääty 20-
prosenttisella etanolilla ja suljettiin tulpalla. Lopuksi säilytettiin kolonnia kylmiössä. 
 
4.3 Kromatografia-ajo 
Opinnäytetyössä käytettiin sekä automaattista että ilman puskurisekoitustoimintoa. Mo-
lemmille toiminnoille pitää luoda erillinen ajo-ohjelma. Näytettä esikäsitellään ennen kro-
matografia-ajoa. Yhteensä käytettiin kahta kolonnia, kahta puskuria, kahta aallonpituutta 
ja kahta pH-arvoa. 
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4.3.1 Ajo-ohjelman luonti 
Automaattinen puskurisekoitus (buffer blending) 
Automaattinen puskurisekoitus tarkoittaa, että laite valmistaa ajopuskurin reaaliajassa 
sekoittamalla työliuokset yhteen. Ajopuskurin pitoisuus ja pH-arvo voidaan vaihtaa val-
mistamatta uutta työliuosta. Toisin sanoin voidaan käyttää samat työliuokset, vaikka ajo-
puskurin pitoisuudet ja pH-arvot ovat vaihdettua. Tämä tulee hyödyksi puhdistusmene-
telmän optimoimiseen. Opinnäytetyössä käytettiin puskurisekoitustoiminnossa Tris-pus-
kuria. Tris-puskurin työliuokset olivat 0,2 M Tris-HCl, 0,2 M Tris-BASE, ultrapuhdasta 
vettä ja 4,0 M NaCl (natriumkloridi). Liitteessä 2 on esiteltynä puskurien valmistus. Ajo-
ohjelman luonnissa asetettiin yksiköiden rakenteeksi niin, että puskurisekoitustoiminto, 
pH-detektointi ja multi-UV/VIS-detektointi ovat käytössä. Ohjelma kertoo, mitkä puskuri-
letkut kuuluvat mihinkin puskuripulloihin. Asetettiin ajoparametrit taulukon 1 mukaisesti. 
 
Taulukko 1. Ajo-ohjelman parametrit puskurisekoitustoiminnolle. 
Tiedot Parametrit 
Ajopuskuri 0,05 M Tris-puskuri 
Eluutiopuskuri 0,05 M Tris-puskuri + 0,0–1,0 M NaCl 
Kolonni Q Sepharose Fast Flow (anionivaihdin) 
pH-alue 7,3 
Näytteen tilavuus 0,5 ml 
Virtausnopeus 1 ml/min 
Aallonpituudet (proteii-
nien havaitsemiseen) 
1. kokonaisproteiinit, 280 nm 
2. mEGFP, 485 nm 
Ajosegmentit menetel-
mille 1–4 
Menetelmä 1: 0 B-% → 50 B-% (10 CV) lineaarinen, 50 B-% 
(3 CV), 100 B-% (10 CV) 
Menetelmä 2: 50 B-% (3 CV), 100 B-% (12 CV) 
Menetelmä 3: 20 B-% (15 CV), 50 B-% (15 CV), 100 B-% (15 
CV) 
Menetelmä 4: 10 B-% (15 CV), 10 B-% → 20 B-% (15 CV), 
20 B-% (15 CV), 100 B-% (15 CV) 
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Ilman automaattista puskurisekoitusta (Without Buffer Blending) 
Ilman automaattista puskurisekoitusta tarkoittaa, että ajopuskuri valmistetaan tiettyyn pi-
toisuuteen ja pH-arvoon. Valmistettujen ajopuskurien pitoisuuksia ja pH-arvoja ei voi 
myöhemmin vaihtaa. Opinnäytetyössä käytettiin Tris- ja Bis-Tris-propaanipuskureita 
kohdeproteiinin puhdistamiseen. Menetelmissä 6 ja 8 käytettiin Tris-puskuria. Lisäksi 
käytettiin Bis-Tris-propaanipuskuria menetelmissä 5 ja 7. Ajo-ohjelman luonnissa asetet-
tiin yksiköiden rakenne niin, että pH-detektointi ja multi-UV/VIS-detektointi ovat käytössä. 
Kromatografialaitteessa on systeemipumppu A ja B. Systeemipumppu A pumppaa pus-
kuri A:ta ja vastaavasti systeemipumppu B pumppaa puskuri B:ta. Asetettiin ajoparamet-
rit taulukon 2 mukaisesti. 
 
Taulukko 2. Ajo-ohjelman parametrit ilman puskurisekoitustoimintoa. 
Tiedot Parametrit 
Ajopuskuri Menetelmät 5 ja 7: 0,020 M Bis-Tris-propaani 
Menetelmät 6 ja 8: 0,025 M Tris-puskuri 
Eluutiopuskuri Menetelmät 5 ja 7: 0,020 M Bis-Tris-propaani + 1 M NaCl 
Menetelmät 6 ja 8: 0,025 M Tris-puskuri + 1 M NaCl 
Kolonni Menetelmät 5 ja 6: Q Sepharose Fast Flow (anioininvaihdin) 
Menetelmät 7 ja 8: Q Sepharose XL (anioininvaihdin) 
pH-alue Menetelmät 5 ja 7: 7,0 
Menetelmät 6 ja 8: 7,3 
Näytteen tilavuus 0,5 ml 
Virtausnopeus 1 ml/min 
Aallonpituudet (proteii-
nien havaitsemiseen) 
1. kokonaisproteiinit, 280 nm 
2. mEGFP, 485 nm 
Ajosegmentit menetel-
mille 5–8 
20 B-% (15 CV), 50 B-% (15 CV), 100 B-% (15 CV) 
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4.3.2 Näytteen esikäsittely 
Pakastettu näyte sulatettiin huoneenlämpöiseksi. Näytteet suodatettiin 0,20 µm:n sterii-
lisuodattimen läpi ruiskulla. 
 
4.3.3 Kromatografia-ajo 
pH-elektrodia kalibroitiin kaupallisilla pH-puskureilla 7 ja 9. pH-elektrodia kalibroitiin syöt-
tämällä ensin pH-puskuri 7 ruiskulla pH-yksikköön ja annettiin pH-arvo tasoittumaan. Hy-
väksyttiin pH-arvoa tasoittumisen jälkeen. Jatkettiin pH-elektrodin kalibrointia pH-pusku-
rilla 9. Laite ilmoittaa, kun kalibrointi on valmis. Kirjattiin slope- ja mV-lukemia laborato-
riopäiväkirjaan. 
Puskuriletkuja täytettiin manuaalisesti ultrapuhtaalla vedellä 30 ml:n ruiskulla, kunnes 
ilmakuplia ei ilmestynyt 30 ml:n ruiskuun. Puskuriletkuja täytettiin 2 minuuttia vielä auto-
maattisesti käyttämällä parametria 10 ml/min. Puskuriletkuja täytettiin automaattisesti 
ultrapuhtaalla vedellä samanaikaisesti. Kromatografialaitteen järjestelmää huuhdeltiin 
10 minuuttia ultrapuhtaalla vedellä parametrilla 1 ml/min, jotta saatiin säilytysliuos pois-
tettua järjestelmästä. 
Kolonni kiinnitettiin kromatografialaitteeseen pysäyttämättä virtausta ja ajettiin 10 mi-
nuuttia ultrapuhdasta vettä parametrilla 1 ml/min. Kolonni kiinnitettiin ensin yläpäädystä, 
jotta saatiin kolonni täytettyä ultrapuhtaalla vedellä. Tämän jälkeen kolonnin alapääty 
kiinnitettiin UV/VIS-detektoriletkuun. Ajettiin ultrapuhdasta vettä kolonnin läpi, kunnes 
ajoaika oli saavutettu 10 minuutiksi.  
Puskuriletkuja siirrettiin oikeisiin puskuripulloihin ja täytettiin manuaalisesti omilla pusku-
riliuoksilla 30 ml:n ruiskulla, kunnes ilmakuplia ei enää ilmestynyt 30 ml:n ruiskuun. Jo-
kaista puskuriletkua täytettiin erikseen vielä 2 minuuttia automaattisesti käyttämällä pa-
rametria 10 ml/min. Kromatografialaitteen järjestelmää huuhdeltiin 10 minuuttia ajopus-
kurilla eli puskuri A:n parametrilla 1 ml/min. 
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Laitettiin injektioneula näyteruiskuun ja poistettiin ilmakuplat sekä ruiskusta että injek-
tioneulasta. Syötettiin näyte inject-venttiiliin ja pidettiin näyteruisku paikoillaan. Näyte-
ruisku pidettiin paikoillaan, jotta ilmaa ei mennyt kromatografialaitteeseen ajon aikana. 
Valittiin ajo-ohjelma ja tarkistettiin parametrit. Laitettiin fraktiokeräysputket paikoilleen ja 
käynnistettiin ajo-ohjelma. 
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5 ANALYYSIT 
Opinnäytetyössä tehtiin kolme analyysiä proteiinipuhdistuksen jälkeen. Analyysit ovat 
BCA, fluoresenssi ja SDS-PAGE. BCA-menetelmällä saadaan määritettyä kokonaispro-
teiinipitoisuus. Fluoresenssimittaus kuvaa karkeasti kohdeproteiinin määrää ja puh-
tautta. SDS-PAGE-menetelmällä saadaan erotettua erikokoiset proteiinit toisistaan ja 
määritettyä näytefraktion puhtaus. 
 
5.1 Proteiinipitoisuuden määritys (BCA) 
BCA-määritys on kvantitatiivinen menetelmä, jota käytetään proteiinipitoisuuden havait-
semiseen. Menetelmä perustuu pelkistettyjen kupari-ionien määrän mittaamiseen, joka 
muodostuu, kun kupari-ioni (Cu2+) reagoi proteiinin peptidien kanssa muodostamalla ku-
pari-peptidikompleksi (osa 1, kuva 14). Seuraavassa vaiheessa BCA reagoi pelkistetyn 
kuparin (Cu1+) kanssa muodostaen kompleksin, joka voidaan visuaalisesti havaita vio-
lettina värinä (osa 2, kuva 14). BCA-värin muodostuminen riippuu inkubointilämpötilasta. 
BCA-menetelmän standardit ja näytteet inkuboidaan samassa lämpötilassa samanaikai-
sesti, jotta saadaan tarkat tulokset. Värin voimakkuus riippuu proteiinin määrästä liuok-
sessa. Absorbanssia mitataan aallonpituudella 562 nm ja mittausarvo on suoraan ver-
rannollinen proteiinipitoisuuteen. (Thermo Fisher Scientific 2020a.) 
 
 
Kuva 14. BCA:n periaate (Thermo Fisher Scientific 2020a, kuvaa muokattu). 
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Työliuoksen valmistus 
Työliuos eli WR (working reagent) valmistettiin yhdistämällä 50 osaa reagenssi A:ta ja 1 
osa reagenssi B:ta. Työliuos valmistettiin pipetoimalla Falcon-putkeen ja sekoitettiin rea-
genssit Vortex-sekoittimella. Työliuoksen valmistuskaava on esiteltynä kaavassa 1. 
 
(𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑖𝑡 + 𝑛ä𝑦𝑡𝑡𝑒𝑒𝑡) × (𝑟𝑖𝑛𝑛𝑎𝑘𝑘𝑎𝑖𝑠𝑒𝑡) × (𝑊𝑅: 𝑛 𝑚ää𝑟ä 𝑝𝑒𝑟 𝑛ä𝑦𝑡𝑒) 
Kaava 1. BCA-menetelmän työliuos (Thermo Fisher Scientific 2020c). 
 
Työliuoksen määrä laskettiin opinnäytetyössä seuraavasti: 
𝑊𝑅 = (𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑖𝑡 + 𝑛ä𝑦𝑡𝑡𝑒𝑒𝑡) × (𝑟𝑖𝑛𝑛𝑎𝑘𝑘𝑎𝑖𝑠𝑒𝑡) × (𝑊𝑅: 𝑛 𝑚ää𝑟ä 𝑝𝑒𝑟 𝑛ä𝑦𝑡𝑒) 
𝑊𝑅 = (8 + 21) × (2) × (0,2 𝑚𝑙) = 11,6 ≈ 12 𝑚𝑙 
𝑊𝑅(1 𝑜𝑠𝑎) =
12 𝑚𝑙
51 𝑜𝑠𝑎
= 0,235 …
𝑚𝑙
𝑜𝑠𝑎
 →  0,240 𝑚𝑙 × 51 = 12,240 𝑚𝑙 
Työliuoksen valmistamisessa tarvittiin 0,240 ml reagenssi B:ta ja 12 ml reagenssi A:ta.  
 
Standardien valmistus 
Stock-standardi on valmistettu 2 mg/ml albumiinista, joka on liuennettu 20 mM Tris-pus-
kuriin. Valmistettiin standardit liitteen 4 mukaisesti pipetoimalla pipetillä Eppendorf-put-
keen. Pipetoinnin jälkeen sekoitettiin Vortex-sekoittimella. 
 
Näytteiden valmistus 
Laimennettiin IEX-eluutio suhteessa 1/5 (60 µl näyte + 240 µl H2O). Laimennettiin 
lysaatti, IEX-syötenäyte, IEX-läpi kulkeva näyte ja IEX-eluutio suhteessa 1/10 (30 µl 
näyte + 270 µl H2O). Laimennettiin lysaatti suhteessa 1/50 (10 µl näyte + 490 µl H2O). 
Laimennettiin lysaatti, IEX-syötenäyte ja IEX-läpi kulkeva näyte suhteessa 1/100 (10 µl 
näyte + 990 µl H2O).  
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Laimennettiin näytteet pipetoimalla Eppendorf-putkeen ja sekoitetiin Vortex-sekoitti-
mella.  
 
Proteiinipitoisuuden määritys (BCA) 
Pipetoitiin standardit ja näytteet kuoppalevylle (96 kuoppa, kirkas). Pipetoitiin standardit 
ja näytteet 25 µl per kuoppa, minkä jälkeen lisättiin 200 µl työliuosta jokaiseen kuoppaan. 
Standardilla ja näytteellä on kaksi rinnakkaista näytettä. Peitettiin kuoppalevyä kuoppa-
levykalvolla ja sekoitettiin kuoppalevyravistelijalla 30 sekuntia. Inkuboitiin kuoppalevyä 
inkubaattorilla (37 °C, 30 min).  
Mitattiin standardien ja näytteiden absorbanssia Hidex Sense -mittalaitteella aallonpituu-
della 562 nm. Standardien ja näytteiden mittaustulokset laskettiin Excel-ohjelmalla. Stan-
dardien mittaustulokset ovat esiteltyinä liitteessä 5. Standardisuorat ovat esiteltyinä ku-
vioissa 1 ja 2.  
 
 
Kuvio 1. Standardisuora menetelmille 1–4 (BCA). 
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Kuvio 2. Standardisuora menetelmille 5–6 (BCA). 
 
Laskettiin menetelmien 1–4 näytteiden proteiinipitoisuudet yhtälöllä 
y = 0,0013x + 0,0265.  
 
𝑦 = 0,0013𝑥 + 0,0265 → 𝑥 =
𝑦 − 0,0265
0,0013
 
Kaava 2. Proteiinipitoisuus (BCA). 
 
Laskettiin lysaattinäytteen proteiinipitoisuus seuraavasti: 
𝑥 =
𝑦 − 0,0265
0,0013
=
1,0025 − 0,0265
0,0013
= 750,76 …
µ𝑔
𝑚𝑙
 
Lysaattinäytteen laimennuskerroin on 50. 
𝑥𝑙𝑦𝑠𝑎𝑎𝑡𝑡𝑖 = 750,76 …
µ𝑔
𝑚𝑙
× 50 = 37 538
µ𝑔
𝑚𝑙
 
Lysaattinäytteen proteiinipitoisuus Excel-ohjelman mukaan on 36 641 µg/ml. Näytteiden 
proteiinipitoisuudet ovat esiteltynä liitteessä 6. Määritettiin proteiinipitoisuudet menetel-
mälle 1–4 yhtälöllä y = 0,0013x + 0,0265 ja menetelmälle 5–6 yhtälöllä 
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y = 0,0013x + 0,0287. Menetelmällä 1–4 ja 5–6 on eri yhtälö, koska määritettiin proteii-
nipitoisuudet erikseen.  
 
5.2 Fluoresenssimittaus 
Luminesenssi on aineiden valon säteily (emissio). Kun aineet absorboivat valoa eli virit-
tyvät (eksitaatio), ne säteilevät saamansa energiaa pidemmällä aallonpituudella. Lumi-
nesenssi on jaettu kahteen luokkaan, fluoresenssiin ja fosforesenssiin. Fluoresenssi ja 
fosforesenssi erotetaan niiden viritystilan perusteella. (Lakowicz 2006, 1.) 
Atomissa olevat elektronit pyörivät myötäpäivään ja vastapäivään. Kun myötäpäivään ja 
vastapäivään pyörivät elektronit yhdistyvät toisiinsa, niiden nettopiikki on nolla. Yhdiste-
tyt elektronit ovat singlettitilassa (singlet state). Kun 2 vastapäivään pyörivää ja 2 myö-
täpäivään pyörivää elektronia yhdistyvät toisiinsa, sitä kutsutaan triplettitilaksi (triplet 
state). Emissio syntyy, kun viritetyt elektronit palautuvat perustilaan. Kun elektronit virit-
tyvät perustilasta (λ1) singlettitilaan (S1) ja palautuvat takaisin perustilaan (λ3), tätä kut-
sutaan fluoresenssiksi. Jos elektronit virittyvät perustilasta (λ1) singlettitilaan (S1) ja pa-
lautuvat triplettitilan (T1) kautta perustilaan (λ4), tätä kutsutaan fosforesenssiksi. (Practi-
cal Ninjas 2020.) Fluoresenssi on valon säteily singlettitilasta ja vastaavasti fosfore-
senssi on valon säteily triplettitilasta (Lakowicz 2006, 1). Luminesenssin periaate on esi-
teltynä kuvassa 15. 
 
 
Kuva 15. Luminesenssin periaate (Practical Ninjas 2020, kuvaa muokattu). 
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Opinnäytetyön näytteiden fluoresenssit mitataan Hidex Sense -mittalaitteella. Kuvan 16 
mukaan kohdeproteiinin eksitaatiomaksimi on 488 nm ja emissiomaksimi on 507 nm. 
 
 
Kuva 16. mEGFP mittausaallonpituudet (FP base 2020, kuvaa muokattu). 
 
Stokesin siirtymä kertoo absorptio- ja emissiospektrin aallonpituuksien eron. mEGFP:n 
Stokesin siirtymä on lyhyt, mikä aiheuttaa päällekkäisyyksiä kahden spektrien välillä. Ly-
hyt Stokesin siirtymä tarkoittaa, että mittaustuloksessa on häiriötekijöitä, jos mitataan 
näytteiden fluoresenssit emissiomaksimiaallonpituudella. Häiriötekijät vähennetään mit-
taamalla toista aallonpituutta, jossa eksitaatiospektrin alue on alhaisemmillaan. Tässä 
tapauksessa 535 nm on sopiva aallonpituus, jolla saadaan näytteiden fluoresenssit mi-
tattua.  
 
Näytteiden valmistus ja fluoresenssimittaus 
Laimennettiin IEX-eluutio suhteessa 1/5 (60 µl näyte + 240 µl H2O). Laimennettiin 
lysaatti, IEX-syötenäyte, IEX-läpi kulkeva näyte ja IEX-eluutionäyte suhteessa 1/10 (30 
µl näyte + 270 µl H2O). Laimennettiin lysaatti, IEX-syötenäyte ja IEX-läpi kulkeva näyte 
suhteessa 1/100 (10 µl näyte + 990 µl H2O). Laimennettiin näytteet ultrapuhtaalla ve-
dellä. Mitattiin näytteiden fluoresenssit aallonpituudella 485 nm (eksitaatio) ja 535 nm 
(emissio). Fluoresenssin mittaustulokset on esitetty liitteessä 7. 
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Proteiinipuhdistustaulukko 
Proteiinipuhdistustaulukosta nähdään proteiinipuhdistuksen etenemistä eli puhdistusvai-
heiden yhteenvetoa. Opinnäytetyössä voidaan päätellä, mikä puhdistusmenetelmä an-
taa suuremman saannon ja puhdistuskertoimen. Lisäksi voidaan päätellä, millä mene-
telmällä jatketaan suuremmalla mittakaavalla. Puhdistustaulukko on esiteltynä liitteessä 
8. Kuviossa 3 on esiteltynä proteiinipuhdistusmenetelmien yhteenveto. 
 
 
Kuvio 3. Proteiinipuhdistusmenetelmien yhteenveto. 
 
Näytteiden fluoresenssi- ja proteiinipitoisuustulokset on esitetty kuvioissa 4 ja 5. Lysaat-
tinäytteessä on paljon proteiineja, minkä takia se fluoresoi voimakkaammin kuin lysaatti, 
läpi kulkeva näyte ja kaikkien menetelmien eluutionäytteet. Lysaattinäyte ja IEX-syöte-
näyte on esitetty kuviossa 4. Tämän lisäksi IEX-syötenäyte ja muut menetelmät on esi-
tetty kuviossa 5 selkeyden vuoksi. Tarkemmat arvot on koottu liitteeseen 8. 
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Kuvio 4. Lysaatti- ja IEX-syötenäytteiden vertailu. 
 
Kuvio 5. IEX-syötenäytteen ja menetelmien 1–6 näytteiden vertailu. 
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5.3 SDS-PAGE  
Natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesi eli SDS-PAGE (sodium do-
decyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) on analyyttinen menetelmä, jolla saa-
daan eri proteiinit erottumaan niiden molekyylipainon perusteella. Tällä menetelmällä 
proteiinit, joilla on pienempi molekyylipaino, liikkuvat nopeammin geelin matriisin läpi. 
Natriumdodekyylisulfaatin ja polyakryyliamidin käyttö vähentää proteiinien rakenteen ja 
varauksen vaikutuksia, jolloin proteiinit erottuvat polypeptidiketjun pituuden perusteella. 
(MBL Life Science 2020.) 
Näytteisiin lisätään Laemmli-näytepuskuria proteiinirakenteen hajottamiseksi siten, että 
proteiinien erottelu perustuu molekyylipainoon eikä muotoon. Näytepuskuriliuos sisältää 
litiumdodekyylisulfaattia, väriainetta ja glyserolia (BIO-RAD 2020c). Näytepuskuriliuok-
seen lisätään β-merkaptoetanolia, mikä rikkoo proteiinin 3D-rakennetta katkaisemalla 
proteiiniketjujen välisiä disulfidisidoksia. Litiumdodekyylisulfaatilla on denaturoiva vaiku-
tus, ja se sitoutuu proteiinirunkoon samalla tavalla kuin natriumdodekyylisulfaatti (MBL 
Life Science 2020). Geelielektroforeesin suorittamisen alhaisella lämpötilalla voidaan 
käyttää litiumdodekyylisulfaattia natriumdodekyylisulfaatin sijaan (Abcam 2020). Väri-
aine toimii väri-indikaattorina helpottamaan näytteiden pipetointia geelin kaivolle ja li-
säksi voidaan havainnollistaa proteiinin etenemistä geelissä. Glyseroli lisää näytteen ti-
heyttä ja parantaa näytteen laskeutumista kuopan pohjalle pipetoinnin jälkeen.  
LDS-PAGE:n toimintaperiaate on esiteltynä kuvassa 17. Taitetuilla proteiinimolekyyleilla 
on sekä positiiviset että negatiiviset varaukset. Proteiineilla on myös sulfidiatomit, jotka 
pyrkivät sitoutumaan toisiinsa. β-merkaptoetanolia katkeaa proteiinin sitoutuneita disul-
fidisidoksia, jotta saadaan proteiinin 3D-rakennetta lineaariseksi. Negatiiviset natriumdo-
dekyylisulfaatti (SDS)- tai opinnäytetyön tapauksessa litiumdodekyylisulfaatti (LDS) -mo-
lekyylit sitoutuvat lineaarisiin proteiinien polypeptidiketjuihin. Kun ajetaan proteiininäyt-
teet geelissä, eri kokoiset proteiinimolekyylit erottuvat eri pituudella.  
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Kuva 17. LDS-PAGE toimintaperiaate (MBL Life Science 2020, kuvaa muokattu). 
 
LDS-PAGE:n ajossa pipetoitu molekyylipainon markkeri ja proteiininäytteet ajetaan ano-
disuuntaan eli positiiviseen suuntaan, koska negatiivisesti varautuneet molekyylit (prote-
iinit) liikkuvat positiiviselle. (MBL Life Science 2020.) 
Ajon jälkeen värjätään geeliä Page Blue Protein Staining -aineella. Page Blue Protein 
Staining-aine värjää vain proteiinit, jolloin saadaan proteiinivyöhykkeet (protein bands) 
näkymään geelissä. (Thermo Scientific 2020.) 
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Työn suoritus 
Näytteet valmistettiin Eppendorf-putkiin. Näytteissä geelikuopan sopiva proteiinipitoi-
suus on noin 100 μg. Laskettiin näytteiden proteiinipitoisuudet 20 μl:ssa (taulukot 3–4). 
Lysaattinäyte ja IEX-syötenäyte laimennettiin seuraavasti: 
𝑚(𝐿𝑦𝑠𝑎𝑎𝑡𝑡𝑖) =
36,641 𝜇𝑔/𝜇𝑙
10
× 20 𝜇𝑙 = 73,282 𝜇𝑔 ≈ 73 𝜇𝑔 
Laimennettiin lysaattinäyte suhteessa 1/10 (30 µl näyte + 270 µl H2O). Pipetoitiin ensin 
ultrapuhdasta vettä Eppendorf-putkeen ja lisättiin lysaattinäyte pipetillä. 
𝑚(𝐼𝐸𝑋 − 𝑠𝑦ö𝑡𝑒𝑛ä𝑦𝑡𝑒) =
9,506 µ𝑔/µ𝑙
2
× 20 µ𝑙 = 95,06 𝜇𝑔 ≈ 95 𝜇𝑔 
Laimennettiin IEX-syötenäyte suhteessa 1/2 (100 µl näyte + 100 µl H2O). Pipetoitiin en-
sin ultrapuhdasta vettä Eppendorf-putkeen ja lisättiin IEX-syötenäyte pipetillä. 
 
Taulukko 3. Menetelmän 1–4 näytteiden proteiinipitoisuudet geelissä. 
Näytteet 
  
Pitoisuudet, 
mg/ml 
(µg/µl) 
Geelissä, 
µg (ei laim.) 
Geelissä, 
µg 
(laim.1/2) 
Geelissä, 
µg 
(laim.1/5) 
Geelissä, 
µg 
(laim.1/10) 
Lysaatti 36,6 732,8 366,4 146,6 73,3* 
IEX-syöte 9,5 190,1* 95,1* 38,0 19,0 
FT, m1 0,8 16,1* 8,0 3,2 1,6 
ELU, m1 1,2 23,8* 12,0* 4,8 2, 4 
FT, m2 0,6 11,6* 5,8 2,3 1,2 
ELU, m2 2,4 47,9* 24,0* 9,6 4,8* 
FT, m3 0,6 11,0* 5,5 2,8 1,1 
ELU, m3 0,8 16,2* 8,1* 3,2* 1,6 
FT, m4 0,5 9,5* 4,8 1,9 1,0 
ELU, m4 0,2 4,0* 2,0 0,8 0,4 
* näytteet oli pipetoitu geeliin. 
 
Pipetoitiin 4 µl 6 x Lemmli-näytepuskuri jokaiseen 20 µl:n näyteputkeen. Laemmli -näy-
tepuskurin lisäyksen jälkeen sekoitettiin näytteet Vortex-sekoittimella ja inkuboitiin (95 
°C, 5 min). Sentrifugoitiin näytteet 16 000 x g 1 minuuttia. Pipetoitiin 5 µl molekyylipainon 
39 
TURUN AMK:N OPINNÄYTETYÖ | Thipsuda Sangsaikaew 
markkeri ja 20 µl näytteet geeliin. Ajettiin geeliä 1 x TAE-ajopuskurilla (200 V, 35 min). 
Seuraavat näytteet valmistettiin Eppendorf-putkiin. Laskettiin näytteiden proteiinipitoi-
suudet 18 μl:ssa.  
 
Taulukko 4. Menetelmän 5–8 näytteiden proteiinipitoisuudet geelissä. 
Näytteet 
 
Pitoisuudet, 
mg/ml (µg/µl) 
Geelissä, 
µg (ei laim.) 
Geelissä, 
µg (laim.1/2) 
Geelissä, 
µg 
(laim.1/5) 
FT, m5 0,8 14,0* 7,0 2,8 
ELU, m5 1,0 16,4* 8,2* 3,3* 
FT, m6 0,5 8,8* 4,4 1,8 
ELU, m6 0,5 8,7* 4,4* 1,7* 
FT, m7 ei määritetty ei määritetty* ei määritetty - 
ELU, m7 ei määritetty ei määritetty* ei määritetty* - 
FT, m8 ei määritetty ei määritetty* ei määritetty - 
ELU, m8 ei määritetty ei määritetty* ei määritetty* - 
* näytteet oli pipetoitu geeliin. 
 
Pipetoitiin 6 µl 4 x Laemmli-näytepuskuri jokaiseen 18 µl:n näyteputkeen.  Laemmli -
näytepuskurin lisäyksen jälkeen sekoitettiin näytteet Vortex-sekoittimella ja inkuboitiin 
(95 °C, 5 min). Sentrifugoitiin näytteet 16 000 x g 1 minuuttia. Pipetoitiin 5 µl molekyyli-
painon markkeri ja 20 µl näytteet geeliin. Ajettiin geeliä 1 x TAE-ajopuskurilla (200 V, 40 
min). Kuvat ajetuista geeleistä ovat liitteessä 9. 
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6 TULOKSET JA POHDINTA 
Opinnäytetyössä tehtiin yhteensä kahdeksan anioninvaihtokromatografia-ajoja. Käytet-
tiin ajoissa 1–4 automaattista puskurisekoitusta (buffer blending) kohdeproteiinin mene-
telmäkehityksessä, ja lopuissa ajoissa puhdistettiin kohdeproteiinia käyttämättä auto-
maattista puskurisekoitusta. Ajoissa 1–4 nähdään selvästi, että näytteen spektrit jatkuvat 
loivasti eivätkä laskeutuneet ennen kuin kohdeproteiinit irtautuivat kolonnista. Automaat-
tinen puskurisekoitus (buffer blending) ei sovi kohdeproteiinille kromatogrammien perus-
teella, mutta se voisi sopia sellaiselle puhdistusmenetelmälle, jossa pH-arvolla ei ole 
merkitystä. Kokemuksen mukaan kyseinen toiminto sopii tutkimustöihin, mutta rutii-
nitöissä valmiiden puskureiden käyttö on suositeltavampi.  
Ensimmäisessä ajossa (liitteen 3 kuva 1) oli tarkoitus testata kohdeproteiinin käyttäyty-
mistä. Käytettiin Chromlab-sovelluksen antamaa parametria ja ohjattiin kromatografialai-
tetta Chromlab-sovelluksella. Ajon jälkeen etsittiin kohdeproteiinifraktiot sinisen valon 
alla, minkä jälkeen saatiin selville, että kohdeproteiinin piikki oli ensimmäisessä eluu-
tiopiikissä. Puskurin B-prosentin (musta) ja sähkönjohtokyvyn (punainen) viivojen perus-
teella päätettiin, että kohdeproteiini eluoitui ennen 50 B-%: a. Ajon lopussa ajettiin ultra-
puhdasta vettä ja huomattiin, että viiden minuutin jälkeen sähkönjohtokykyviiva laski. 
Sähkönjohtokykyviivan lasku tarkoittaa, että kromatografialaitteen systeemissä ei ole 
enää suolaa eli puskuria B jäljellä. Lopuksi säilytettiin kromatografialaitteen systeemi ja 
kolonni 20-prosenttisessa etanolissa. Kolonnissa olevat matriisit menettävät sitoutumis-
kykynsä, jos syötetään 20-prosenttista etanolia suolaliuoksen perään.  
Toisessa ajossa (liitteen 3 kuva 2) oli tarkoitus saada kohdeproteiinin terävä eluutiopiikki 
erotettua muusta piikistä. Ongelmana oli, että saatiin kaksoispiikki eluutiopiikissä eikä 
sähköjohtokykyviiva laskeutunut takaisin ajon loputtua. Tässä ajossa nähtiin emissioaal-
lonpituuden avulla kohdeproteiinin piikki, mikä helpotti kohdeproteiinifraktioiden etsi-
mistä. Kromatogrammista ei saanut selville, missä B-%:ssa kohdeproteiini eluoitui. Näy-
tesyötön jälkeen muut proteiinit eluoituivat hitaasti, minkä takia saatiin loivaa piikkiä, mitä 
kutsuttiin flow-through-näytteeksi (FT).  
Kolmannessa ajossa (liitteen 3 kuva 3) oli tarkoitus testata sähkönjohtokyvyn käyttäyty-
mistä ja kromatografialaitteen viivettä muokkaamalla parametria niin, että otettiin mit-
tausviive huomioon (7 ml). Tästä parametrista saatiin edelleen kaksoispiikki eluutiopii-
kissä, mutta samalla saatiin selvitettyä kohdeproteiinin eluoinnin B-% ja 
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sähkönjohtokykyviivaa laskeutumaan. Tämän ajon perusteella päätettiin, että kohdepro-
teiini eluoitui noin 20 B-%:ssa.  
Neljännessä ajossa (liitteen 3 kuva 4) oli tarkoitus etsiä kohdeproteiinin tarkka eluointi-
kohta muokkaamalla parametria niin, että ajettiin 10–20 B-% lineaarisesti. Tuloksena 
saatiin erittäin hohtavia kohdeproteiinifraktioita, mutta kromatogrammin perusteella pro-
teiininsaanto oli liian alhainen. Haluttiin kuitenkin saada mahdollisimman paljon saantoa, 
joten tällä parametrilla ajaminen ei ollut kannattavaa. 
Viidennessä ajossa (liitteen 3 kuva 5) oli tarkoitus ajaa IEX-syötenäyte ilman automaat-
tista puskurisekoitusta. Kolmannesta ajosta saatiin eniten saantoa sekä selkeämpi kro-
matogrammi, joten päätettiin käyttää kyseistä parametria pääparametrina viidennestä 
ajosta lähtien. Tässä ajossa käytettiin Q Sepharose Fast Flow -kolonnia ja puskurina Bis-
Tris-propaania pitoisuudessa 0,02 M. Kuudennessa ajossa (liite 3, kuva 6) käytettiin Tris-
puskuria pitoisuudessa 0,025 M. Näiden ajojen tarkoituksena oli etsiä, kumpi puskuri 
sopii kohdeproteiinin puhdistamiseen parhaiten. Molempien ajojen kromatogrammien 
perusteella Bis-Tris-propaanipuskuri oli selvästi parempi vaihtoehto, koska piikin häntä 
oli lyhyempi sekä kokonaisproteiini- että kohdeproteiinipiikeissä. 
Kuviossa 3 on esitetty proteiinipuhdistustaulukon yhteenveto, jossa otettiin saantopro-
sentti ja puhdistuskerroin esiin. Puhdistustaulukossa (liite 8) lysaattinäytteeseen verrat-
tuna IEX-syötenäytteen ja menetelmien tuotto olivat pientä, koska puhdistusmenetelmän 
kehityksessä syötettiin pientä näytemäärää. Lysaattinäyte ja IEX-syötenäyte ovat esitel-
tynä kuviossa 4. Tämän lisäksi IEX-syötenäyte ja muut menetelmät ovat esiteltynä kuvi-
ossa 5 selkeyden vuoksi. Proteiinipuhdistusmenetelmien yhteenvedossa (kuvio 3) näh-
tiin, että menetelmällä 4 oli suurin puhtauskerroin mutta pienin saantoprosentti. Ideana 
oli saada mahdollisimman suurta saantoa anionivaihtokromatografiamenetelmästä. Me-
netelmä 5 antoi suurin saantoprosenttia menetelmiin 1–6 verrattuna ja sen lisäksi ajosta 
saatiin selkeä ero muihin eluutiopiikkeihin. Menetelmä 6 antoi fluoresenssia enemmän 
kuin menetelmä 5 ja se antoi myös hyvää saantoprosenttia, mutta kromatogrammin pe-
rusteella ei ollut hyvä valinta jatkaa. Päätettiin, että menetelmä 5 oli paras valinta jatkaa 
eteenpäin.  
Seitsemännessä ajossa (liitteen 3 kuva 7) oli tarkoitus poistaa kaksoispiikkiä eluutiopii-
kistä vaihtamalla Q Sepharose XL -kolonniksi ja käyttämällä Bis-Tris-propaanipuskuria 
ajopuskurina. Q Sepharose XL -matriisilla on enemmän sitoutumiskapasiteettia, joten 
haluttiin testata sen sitoutumiskyky. Tuloksena saatiin terävä eluutiopiikki, joka erottui 
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selkeästi muista piikeistä. Kahdeksannen ajon (liitteen 3 kuva 8) tarkoituksena oli testata, 
voidaanko puhdistaa kohdeproteiinia tavallisella puskurilla eli Tris-puskurilla. Tris-pus-
kuri on Bis-Tris-propaanipuskuria halvempi ja käyttöalue sopii myös kohdeproteiiniin. Tu-
loksena saatiin terävä eluutiopiikki ja hyvin erotettua se muista piikeistä. Päätettiin, että 
saadaan kohdeproteiini puhdistettu tehokkaasti Tris-puskurilla ja Q Sepharose XL-ko-
lonnilla.  
Määritettiin proteiinipitoisuudet BCA-menetelmällä. Proteiinipitoisuuden määrityksessä 
näytteiden pitoisuudet ovat luotettavia, koska standardisuorien perusteella (kuviot 1 ja 2) 
ja toistettavuusprosentin (liitteen 5 taulukot 1 ja 2) perusteella tulokset ovat hyväksytys-
rajan sisällä. Määritettiin näytteiden fluoresenssit Hidex Sense -mittalaitteella. Fluore-
senssin mittausaika oli nopea ja tulokset ovat luotettavia, koska toistettavuusprosentit 
(liite 7) ovat hyväksytysrajan sisällä ja määritykseen ei vaadittu reagenssia eikä moni-
mutkaisia suorituksia. Menetelmille 7–8 ei ehditty määrittää proteiinipitoisuutta ja fluore-
senssia. 
SDS-PAGE-geeliajon tarkoituksena oli saada määritettyä puhdistusmenetelmien puh-
tautta karkeasti, minkä avulla voidaan jatkaa seuraavaan puhdistusvaiheeseen. Tu-
lokseksi saatiin epäselvät proteiinivyöhykkeet eivätkä ne erottuneet selvästi toisistaan. 
Geelien 1–3 (liitteen 9 kuvat 1–3) saatiin U-vyöhykkeitä. U-vyöhyke tarkoitti kokemuksen 
mukaan, että näytepuskurissa oli vikana, kuten glyserolimäärä näytepuskurissa ei ollut 
tarpeeksi. Tämän lisäksi ajopuskuri voisi olla vanhentunut, minkä takia oli vaikea pipe-
toida geelikuoppaan eivätkä näyteliuokset laskeutuvat tasaisesti kuoppien pohjalle. Näy-
tepuskuri ja ajopuskuria olivat vaihdettu ja geelit 4–6 (liitteen 9 kuvat 4–6) nähtiin selvästi, 
että U-vyöhykkeitä eivät jatku. Ongelmana oli, että näytteiden proteiinivyöhykkeet eivät 
erottuneet selvästi toisistaan. Näytteiden proteiinivyöhykkeitä pitää saada erottumaan, 
jotta voidaan päätellä jatkopuhdistusta kohdeproteiinille. Kohdeproteiinia tarvitsee vielä 
jatkotutkimusta SDS-PAGE-ajossa. 
Lopuksi saatiin kromatografialaitteen käyttöohje ja ohjevideot laadittua sovitussa ajassa 
ja palautettua Turun ammattikorkeakoululle. Opinnäytetyön lopussa kromatografian on-
gelmakohtia käsiteltiin opiskelijoiden kanssa luennoilla.  
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Liite 1. mEGFP:n sekvenssi ja mEGFP:n 
aminohapposekvenssi. 
mEGFP:n sekvenssi 
atggtgagcaagggcgaggagctgtt-
caccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcgacgtaaacggccacaagttcagcgtgtccggcgagggcg
agggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgcac-
caccggcaagctgcccgtgccctggcccaccctcgtgaccaccctgacctacggcgtgcagtgcttcagccgctacccc
gaccacatgaagcagcacgacttcttcaagtccgccatgcccgaaggctacgtccag-
gagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgcgccgaggtgaagttcgagggcgacaccctggt
gaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatcctggggca-
caagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaacggcatcaaggtgaact
tcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcgtgcagctcgccgaccactac-
cagcagaacacccccatcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacctgagcacccagtccaagctga
gcaaagaccccaacgagaagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgg-
gatcactctcggcatggacgagctgtacaagtaatc 
 
mEGFP:n aminohapposekvenssi 
MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGK-
LPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTR
AEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIR-
HNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSKLSKDPNEKRDHMVLLEFVT
AAGITLGMDELYK 
mEGFP:n isoelektroninen piste on 5,7 ja molekyylipaino on 26998,58 Da (ExPAsy 2020). 
Kohdeproteiinin aminohapposekvenssi saatiin FP base-tietokannalta (FP base 2020). 
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Liite 2. Liuosten valmistus. 
Liuosten valmistuksessa käytettävät kaavat ovat ainemäärä-, konsentraatio- ja laimen-
nuskaavat. 
 
𝑐(𝑘𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑎𝑡𝑖𝑜) =
𝑛(𝑎𝑖𝑛𝑒𝑚ää𝑟ä, 𝑚𝑜𝑙)
𝑉(𝑡𝑖𝑙𝑎𝑣𝑢𝑢𝑠, 𝐿)
 
Kaava 1. Konsentraatio (Karkela & Yli-Kokko 2013,139). 
𝑛(𝑎𝑖𝑛𝑒𝑚ää𝑟ä) =
𝑚(𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎, 𝑔)
𝑀(𝑚𝑜𝑜𝑙𝑖𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎,
𝑚𝑜𝑙
𝑔 )
 
Kaava 2. Ainemäärä (Karkela & Yli-Kokko 2013,139). 
𝑐(𝑘𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑎𝑡𝑖𝑜)1 × 𝑉(𝑡𝑖𝑙𝑎𝑣𝑢𝑢𝑠)1
𝑣ä𝑘𝑒𝑣ä 𝑙𝑖𝑢𝑜𝑠
=
𝑐(𝑘𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑎𝑡𝑖𝑜)2 × 𝑉(𝑡𝑖𝑙𝑎𝑣𝑢𝑢𝑠)2
𝑙𝑎𝑖𝑚𝑒𝑎 𝑙𝑖𝑢𝑜𝑠
 
Kaava 3. Laimennus (Hänninen ym. 2012, 121).  
 
Valmistettiin 0,02 M Bis-Tris-propaania E. coli-bakteerisolujen liuottamista ja proteii-
nipuhdistamista varten. 
 
Bis-Tris-propaani (0,02 M) 
Taulukko 1. Bis-Tris-propaaniliuoksen tarvittavat tiedot (0,02 M). 
Tiedot Määrä 
c (Bis-Tris-propaani) 0,02 mol/L (M) 
V (Bis-Tris-propaani) 1 L 
M (Bis-Tris-propaani) 282,33 g/mol 
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Laskettiin liuoksen ainemäärä konsentraatiokaavaa hyödyntäen. 
𝑛(𝐵𝑖𝑠 − 𝑇𝑟𝑖𝑠 𝑝𝑟𝑜𝑝. ) = 0,02
𝑚𝑜𝑙
𝐿
× 1 𝐿 = 0,02 𝑚𝑜𝑙 
Laskettiin liuoksen punnittava määrä ainemääräkaavaa hyödyntäen. 
𝑚(𝐵𝑖𝑠 − 𝑇𝑟𝑖𝑠 𝑝𝑟𝑜𝑝. ) = 0,02 𝑚𝑜𝑙 × 282,33
𝑔
𝑚𝑜𝑙
= 5,6466 g 
Punnittiin Bis-tris-propaani tarkkuusvaa´alla 5,646 g punnituslaivaan ja liuottiin 600 ml 
ultrapuhtaalla vedellä 1 l dekantterilasiin. Liuoksen pH-arvo on säädetty pH 7:ksi pH-
mittarilla ja siirrettiin Bis-tris-propaaniliuos 1 L mittapulloon. Täytettiin mittapullo ultra-
puhtaalla vedellä ja sekoitettiin ylösalaisin. Suodatettiin Bis-tris-propaaniliuos 0,22 µm 
reagenssisuodattimen läpi alipaineella. Siirrettiin Bis-Tris-propaaniliuos säilöpulloon. 
Valmistettiin seuraavat liuokset kromatografialaitteen puskurisekoitusta (buffer blending) 
varten. Kromatografialaitteen puskurisekoitustoiminnolla saadaan puskurin pH säädet-
tyä reaaliajassa.  
 
Tris-HCl (0,2 M) 
Taulukko 2. Tris-HCl-liuoksen tarvittavat tiedot. 
Tiedot Määrät 
c (Tris-HCl) 0,2 mol/L (M) 
V (Tris-HCl) 1 L 
M (Tris-HCl) 157,56 g/mol 
 
𝑛(𝑇𝑟𝑖𝑠 − 𝐻𝐶𝑙) = 0,2
𝑚𝑜𝑙
𝐿
× 1 𝐿 = 0,2 𝑚𝑜𝑙 
𝑚(𝑇𝑟𝑖𝑠 − 𝐻𝐶𝑙) = 0,2 𝑚𝑜𝑙 × 157,56
𝑔
𝑚𝑜𝑙
= 31,512 𝑔 ≈ 31,5 𝑔 
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Tris-BASE (0,2 M) 
Taulukko 3. Tris-BASE-liuoksen tarvittavat tiedot. 
Tiedot Määrät 
c (Tris-BASE) 0,2 mol/L (M) 
V (Tris-BASE) 1 L 
M(Tris-BASE) 121,14 g/mol 
 
𝑛(𝑇𝑟𝑖𝑠 − 𝐵𝐴𝑆𝐸) = 0,2
𝑚𝑜𝑙
𝐿
× 1 𝐿 = 0,2 𝑚𝑜𝑙 
𝑚(𝑇𝑟𝑖𝑠 − 𝐵𝐴𝑆𝐸) = 0,2 𝑚𝑜𝑙 × 121,14
𝑔
𝑚𝑜𝑙
= 24,228 𝑔 ≈ 24,2 𝑔 
 
NaCl tai natriumkloridi (4,0 M) 
Taulukko 4. NaCl-liuoksen tarvittavat tiedot. 
Tiedot Määrät 
c (NaCl) 4,0 mol/L (M) 
V (NaCl) 1 L 
M (NaCl) 58,44 g/mol 
 
𝑛(𝑁𝑎𝐶𝑙) = 4,0
𝑚𝑜𝑙
𝐿
× 1 𝐿 = 4,0 𝑚𝑜𝑙 
𝑚(𝑁𝑎𝐶𝑙) = 4,0 𝑚𝑜𝑙 × 58,44
𝑔
𝑚𝑜𝑙
= 233,76 𝑔 ≈ 233,8 𝑔 
Punnittiin Tris-HCl (31,508 g), Tris-BASE (24,221 g) ja NaCl (233,78 g) tarkkuusvaa´alla 
punnitusastioille ja liuotettiin ne noin 500 ml:aan ultrapuhtaan veteen. Siirrettiin omiin 1 
L mittapulloihin ja täytettiin mittapullot ultrapuhtaalla vedellä. Suodatettiin liuokset 0,2 µm 
reagenssisuodattimen läpi alipaineella. Siirrettiin liuokset säilöpulloon. 
Valmistettiin seuraavat liuokset proteiinipuhdistusta varten. Kaikki liuokset on laimen-
nettu väkevistä liuoksista.  
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Tris (0,025 M) 
Taulukko 5. Tris-liuoksen tarvittavat tiedot. 
Tiedot Määrät 
c1 (Tris-BASE) 0,2 mol/L (M) 
c2 (Tris-BASE) 0,025 mol/L (M) 
V2 (Tris-BASE) 0,5 L 
 
𝑐1 × 𝑉1 = 𝑐2 × 𝑉2 → 𝑉1 =
𝑐2 × 𝑉2
𝑐1
 
𝑉1(𝑇𝑟𝑖𝑠 − 𝐵𝐴𝑆𝐸) =
0,025
𝑚𝑜𝑙
𝐿 × 0,5 𝐿
0,2
𝑚𝑜𝑙
𝐿
= 0,0625 𝐿 ≈ 62,5 𝑚𝑙 
Laimennettiin 0,2 M Tris-BASE-liuosta pipetoimalla 62,5 ml soluviljelypipetillä 600 ml:n 
dekantterilasille ja lisättiin ultrapuhdasta vettä noin 300 ml:ksi. Säädettiin Tris-BASE-liu-
oksen pH-arvoa 1 M HCl:lla pH 7,3:ksi. Kaadettiin Tris-liuosta 500 ml mittapulloon ja 
täytettiin ultrapuhtaalla vedellä mittapullon merkkiin. Sekoitettiin kääntämällä ylösalaisin. 
Suodatettiin liuosta 0,2 µm reagenssisuodattimen läpi alipaineella. Siirrettiin liuos säilö-
pulloon. 
 
Tris (0,025 M) + NaCl (1,0 M) 
Taulukko 6. NaCl-liuoksen tarvittavat tiedot. 
Tiedot Määrät 
c1 (NaCl) 4,0 mol/L (M) 
c2 (NaCl) 1,0 mol/L (M) 
V2 (NaCl) 0,5 L 
 
𝑉1(𝑁𝑎𝐶𝑙) =
4,0
𝑚𝑜𝑙
𝐿 × 0,5 𝐿
1,0
𝑚𝑜𝑙
𝐿
= 0,125 𝐿 ≈ 125 𝑚𝑙 
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0,025 M Tris-liuoksen tarvittava määrä on 62,5 ml, jotta saadaan IEX-puskuri B valmis-
tettua. 
Laimennettiin 0,2 M Tris-BASE-liuosta pipetoimalla 62,5 ml soluviljelypipetillä 600 ml:n 
dekantterilasiin ja lisättiin 4,0 M NaCl-liuosta pipetoimalla 125 ml soluviljelypipetillä sa-
maan dekantterilasiin. Lisättiin ultrapuhdasta vettä noin 300 ml:ksi. Säädettiin IEX-pus-
kuri B-liuoksen pH-arvoa 1 M HCl:lla pH 7,3:ksi. Kaadettiin liuosta 500 ml mittapulloon ja 
täytettiin ultrapuhtaalla vedellä mittapullon merkkiin. Sekoitettiin kääntämällä ylösalaisin. 
Suodatettiin liuosta 0,2 µm reagenssisuodattimen läpi alipaineella. Siirrettiin liuos säilö-
pulloon. 
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Liite 3. Proteiinipuhdistus-kromatogrammit. 
 
Kuva 1. Ensimmäisen ajon kromatogrammi. 
 
Kuva 2. Toisen ajon kromatogrammi. 
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Kuva 3. Kolmannen ajon kromatogrammi. 
 
Kuva 4. Neljännen ajon kromatogrammi. 
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Kuva 5. Viidennen ajon kromatogrammi. 
 
Kuva 6. Kuudennen ajon kromatogrammi. 
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Kuva 7. Seitsemännen ajon kromatogrammi. 
 
Kuva 8. Kahdeksannen ajon kromatogrammi. 
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Liite 4. BCA-standardien valmistus. 
Standardit Pitoisuudet, 
µg/ml 
V (lähde), µl V (H2O), 
µl 
St 1 1000 Stock = 125 125 
St 2 750,5 Stock = 93,7 156 
St 3 500 St 1 = 125 125 
St 4 250 St 3 = 125 125 
St 5 125 St 4 = 125 125 
St 6 25 St 5 = 50 200 
St 7 10 Stock = 2,5 247,5 
St 8 0 - - 
 
BCA-standardit on valmistettu yllä olevan taulukon mukaan.    
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Liite 5. Standardien absorbanssin mittaustulokset 
(BCA). 
Taulukko 1. Standardien absorbanssin mittaustulokset (menetelmille 1–4). 
Standardit Pitoisuudet, 
µg/ml 
Absorbanssi 
(keskiarvo) 
Absorbanssi  
(keskiarvo-
nollanäyte) 
CV % (tois-
tettavuus) 
St 1 1000 1,431 1,317 1,4 
St 2 750,5 1,182 1,069 2,6 
St 3 500 0,810 0,697 1,2 
St 4 250 0,510 0,397 1,4 
St 5 125 0,298 0,185 0,9 
St 6 25 0,146 0,032 5,3 
St 7 10 0,148 0,034 2,4 
nollanäyte 0 0,114 - 5,6 
 
Taulukko 2. Standardien absorbanssin mittaustulokset (menetelmille 5–6). 
Standardit Pitoisuudet, 
µg/ml 
Absorbanssi 
(keskiarvo) 
Absorbanssi  
(keskiarvo-
nollanäyte) 
CV % (tois-
tettavuus) 
St 1 1000 1,384 1,276 0,6 
St 2 750,5 1,156 1,047 1,9 
St 3 500 0,811 0,703 4,4 
St 4 250 0,480 0,371 1,3 
St 5 125 0,300 0,191 1,4 
St 6 25 0,143 0,034 2, 5 
St 7 10 0,140 0,031 4,6 
nollanäyte 0 1,384 - 3,3 
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Liite 6. Näytteiden mittaustulokset ja 
proteiinipitoisuudet. 
Näytteet 
 
OD562, 
nm 
Pitoisuus, 
µg/ml 
Todellinen pitoisuus, 
µg/ml 
Pitoisuus, 
mg/ml 
Lysaatti 1,003 732,819 36640,956 36,641 
IEX-syöte 1,293 950,571 9505,712 9,506 
IEX FT, m1 0,134 80,314 803,137 0,803 
IEX ELU, m1 0,344 238,372 1191,858 1,192 
IEX FT, m2 0,104 58,163 581,630 0,582 
IEX ELU, m2 0,665 479,025 2395,126 2,395 
IEX FT, m3 0,100 55,160 551,595 0,552 
IEX ELU, m3 0,243 162,158 810,792 0,811 
IEX FT, m4 0,090 47,651 476,508 0,477 
IEX ELU, m4 0,080 39,767 198,834 0,199 
IEX FT, m5 0,130 78,074 780,743 0,781 
IEX ELU, m5 0,265 181,788 908,939 0,909 
IEX FT, m6 0,092 48,772 487,724 0,488 
IEX ELU, m6 0,155 96,966 484,832 0,485 
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Liite 7. Näytteiden fluoresenssin mittaustulokset. 
Näytteet RFU/100 
µl 
RFU/100 µl * kerroin RFU/1000 µl 
(1 ml) 
CV % (tois-
tettavuus) 
Lysaatti 184 527 1 845 265 18 452 650 7,8 
IEX-syöte 15 803 1 580 250 15 802 500 0,2 
FT, m1 1 307 13 065 130 650 5,6 
ELU, m1 38 075 190 373 1 903 725 5,4 
FT, m2 803 8 030 80 300 2,2 
ELU, m2 86 438 432 190 4 321 900 6,0 
FT, m3 831,5 8 315 83 150 0,4 
ELU, m3 23 785 118 925 1 189 250 0,4 
FT, m4 828 8 280 82 800 6,7 
ELU, m4 10 132 50 658 506 575 7,8 
FT, m5 962 9 620 96 200 10,9 
ELU, m5 23 583 117 913 1 179 125 0,3 
FT, m6 873 8 725 87 250 1,5 
ELU, m6 17 932 89 660 896 600 1,1 
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Liite 8. Proteiinipuhdistustaulukko. 
Vaiheet  Tilavuus 
(ml) 
Proteiini 
kons. 
(mg/ml) 
Kokonais- 
proteiini 
(mg) 
Fluoresenssi 
(RFU/1ml) 
Kokonais- 
Fluoresenssi 
(RFU) 
Spesifinen 
fluore-
senssi 
(RFU/mg) 
Saanto 
(%) 
Puhdistus-
kerroin 
Lysaatti 25,5 36,6 933,3 18 452 650 470 542 575 504 171 100 1  
IEX-syöte-
näyte 
0,5 9,5 4,8 15 802 500 7 901 250 1 663 421 86 3,3 
IEX FT, m1 1,8 0,8 1,4 130 650 235 170 162 675 3 0,3 
IEX ELU, 
m1 
1,8 1,2 2,2 1 903 725 3 426 705 1 586 438 37  3,1 
IEX FT, m2 2,25 0,6 1,3 80 300 180 675 138 060 2 0,3 
IEX ELU, 
m2 
0,90 2,4 2,2 4 321 900 38 89 710 1 800 792 42 3,6 
IEX FT, m3 2,50 0,6 1,4 83 150 207 875 150 745 2 0,3 
IEX ELU, 
m3 
3,75 0,8 3,0 1 189 250 4 459 688 1 486 563 48 2,9 
IEX FT, m4 2,25 0,5 1,1 82 800 186 300 173 764 2 0,3 
IEX ELU, 
m4 
3,75 0,2 0,8 506 575 1 899 656 2 532 875 21 5,0 
IEX FT, m5 2,45 0,8 1,9 96 200 235 690 123 175 3 0,2 
IEX ELU, 
m5 
6,0 0,9 5,5 1 179 125 7 074 750 1 297 167 77 2,6 
IEX FT, m6 2,5 0,5 1,2 87 250 218 125 178 791 2 0,4 
IEX ELU, 
m6 
6,75 0,5 3,3 896 600 6 052 050 1 848 660 66  3,7 
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Liite 9. SDS (LDS) -PAGE -geelit. 
 
Kuva 1. Geeli 1. 
 
Kuva 2. Geeli 2. 
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Kuva 3. Geeli 3. 
 
Kuva 4. Geeli 4. 
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Kuva 5. Geeli 5. 
 
Kuva 6. Geeli 6. 
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Liite 10. NGC Scout Plus -kromatografialaitteiston 
käyttöohje. 
TURVALLISUUS 
Ennen laitteen käyttöä tulee tutustua ajossa käytettävien aineiden, kuten puskurien 
ja matriisin, käyttöturvatiedotteisiin. Syövyttäviltä tai muuten haitallisilta aineilta pitää 
suojautua asianmukaisesti. Laitteiston, sähköjohtojen ja pistokkeiden kunto tulee tar-
kistaa ennen käyttöä.  Käytettävien pullojen eheys tulee tarkistaa ja etikettimerkintö-
jen tulee olla asianmukaiset. Tarkistuksen yhteydessä huomatuista poikkeavuuksista 
tai laitevioista tulee aina ilmoittaa ohjaavalle opettajalle tai henkilökunnalle.  
i. Aineiden asianmukainen käsittely ja suojavarustus (esim. suojakäsineet). 
a. Käytettävät puskurit ja/tai matriisi saattavat olla syövyttäviä tai muuten 
haitallisia. 
b. Puhdistettavan näytteen proteiinit saattavat olla haitallisia terveydelle. 
c. Neulat ovat ilman suojakoteloa vain käytön ajan. 
ii. Laitteen tarkistus ennen sen valmistelua ajoa varten. 
a. Laitteen yleinen kunto (letkut ja liittimet yms.). Fraktionkerääjä toimii itse-
näisesti, joten siihen ei saa koskea ajon aikana. 
b. Virtajohdon eheyden tarkistus (HUOM! sähköiskuvaara) 
c. Liuokset 
i. Pullojen eheys (HUOM! viiltovaara ja infektioriski) 
ii. Hyväksyttävät etikettimerkinnät (kemikaali, pitoisuus, valmistus-
päivä, tekijä ja tarvittavat vaaramerkit). 
 
TOIMINTAPERIAATE 
NGC Scout 10 Plus on proteiinien nestekromatografiseen erotukseen tarkoitettu 
laite. Laitteen osia ovat pumppusysteemi A ja B, venttiilit (esim. injektointi ja puskurin 
vaihto), sekoittaja (liuosten sekoittaja), detektorit (UV/VIS, sähköjohtokyky ja pH), 
fraktionkerääjä ja analysointilaite (tietokone). Lisäksi puskuripullot ja ajossa käytet-
tävä kolonni toimivat osana systeemiä. (Kuva 1.) 
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Kuva 1. NGC Scout 10 Plus -kromatografialaite ja fraktiokerääjä. 
Pumput pumppaavat puskuria kolonnin läpi valitulla virtausnopeudella. Kun näyte 
syötetään injektoriin, ohjataan puskuri injektorin läpi, jolloin se kuljettaa näytteen mu-
kanaan kolonniin. Vuorovaikutukset kolonnin stationaarifaasin ja puskurin välillä ai-
heuttavat proteiinien erottumisen, joka havaitaan detektorin avulla. Fraktiokerääjä 
kerää halutut, erotetut fraktiot talteen. Laitetta ohjataan tietokoneella. (Kuva 2.) 
 
 
Kuva 2. NGC-kromatografialaitteen toimintaperiaate. 
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LAITTEEN KÄYTTÖ 
i. Tässä ohjeessa esitellään laitteen käyttö perusajossa 1 ml:n valmispylväällä. 
Lisätietoa laitteen käytöstä ja monipuolisemmista ajo-ominaisuuksista löytyy 
laitteen manuaalista. 
ii. Varmista, että käyttämäsi puskurit on suodatettu 0,2 µm:n tai 0,45 µm:n suo-
dattimella! Suppilon ja sintterin väliin asetetaan suodatinpaperia ennen suo-
datusta. (Kuva 3.)  
iii. CV tarkoittaa tässä ohjeessa pylvään tilavuutta (Column Volume). 
iv. Ajo-ohjelman voi luoda tietokoneella Chromlab-sovelluksella ilman, että NGC-
kromatografialaitetta tarvitsee käynnistää. 
 
Kuva 3. Imusuodatuslaitteisto.  
 
Bio-Rad rekisteröintiohje 
1. Kirjoita Googlen hakukenttään Bio-Rad. Paina Enter. 
2. Valitse Bio-Rad Laboratories l official Site. 
3. Valitse oikeasta yläkulmasta Log In/Register. 
4. Rekisteröi painamalla Register Today. 
5. Täytä rekisteröintilomake ja paina Submit. 
6. Saat sähköpostin rekisteröinnistä. 
 
Chromlab-sovelluksen lataaminen 
1. Kun olet rekisteröinyt ja kirjautunut sisään, kirjoita hakukenttään Chromlab ja 
paina Enter. 
2. Valitse ChromlabTM Software. 
3. Paina Download-välilehtiä. 
4. Lataa sovellus valitsemalla Software Download. 
5. Hyväksy sovelluksen vaatimukset ja paina Download. 
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Laitteen käynnistys 
1. Käynnistä NGC Scout 10 Plus -kromatografialaite ja tietokone (ja fraktionkerääjä, 
jos se on sammutettu). Kirjaudu tietokoneelle käyttäjänä Bio, salasana bio.  
2. Käynnistä ChromLab-ohjelma.  
3. Yhdistä laite Chromlab-ohjelmaan painamalla Connect to System, jos sitä ei 
ohjelman käynnistyksen yhteydessä ole yhdistetty (Connect to System → valitse 
NGC-laite → Connect). Yhdistä NGC Scout 10 Plus -kromatografialaite ohjel-
maan myös kosketusnäytössä. 
 
Ajo-ohjelman luonti perusajoa varten    
1. Valitse Method Editor -valikosta Open Template. 
2. Valitse tekniikka painamalla tekniikan nimeä ja valitse tekniikan 
nimi. Hyväksy valinta painamalla Open. 
3. Method Settings 
a. Vaihda laitteen yksikön rakenteet Fluidic Scheme -valikosta Change. 
Valitse NGC Scout Plus without Buffer Blending ja hyväksy valinta 
painamalla Select. Ohjelma kysyy luvan laitteen yksikön rakenteiden 
vaihdosta. Hyväksy painamalla Yes. 
b. Vaihda kolonnin tyyppiä Column Type -pudotusvalikosta (esim. other → 
HiTrap Q FF, 1 ml). Kun kolonni on valittu, laite ehdottaa automaattisesti 
kolonnin maksimipaineen (Max delta-column pressure [MPa]). Halutes-
sasi voit tarkistaa Column Properties -valikosta ja syöttää kolonniin mak-
simipaineen. 
Huom! Kolonnin maksimipaine ei saa ylittää painetta pre-column 
(Max pre-column pressure [MPA]). 
c. Halutessasi voit vaihtaa UV/VIS-detektorin aallonpituuden.  
Huom! Pidä aallonpituus 280 nm vakiona. 
d. Tarkista Unit Selection -kohdassa, että Method Base Unit on CV:ssa ja 
Flow Rate Unit on ml/min:ssa. Tarkista pH Valve-kohdassa, että pH-val-
vonta on rastitettu. 
e. Halutessasi voit antaa ajolle nimen Run Name -valikosta ja hyväksyä pai-
namalla OK. Voit myös jättää nimen antamatta, jolloin ohjelma nimeää 
ajot numerojärjestyksellä. 
f. Tarkista Fraction Collection -kohdassa, että BioFrac on valittu. Ha-
lutessasi voit vaihtaa fraktion koon Configure-kohdassa. (Configure → 
Default Phase Properties → Fraction Size → OK) 
Jos keräysteline on vaihdettu, vaihda keräystelineen tyyppi Configure-
kohdassa. (Configure → Rack Library → valitse keräysastian tyyppi → 
OK). Valitse Default Phase Properties -kohdassa Rack Type ja valitse 
klikkaamalla. Hyväksy muutokset painamalla OK. 
g. Vaihda virtausnopeus haluttuun arvoon Flow Rate -kohdassa ja valitse 
Control the flow to avoid overpressure.  
Tarkista, että F10 on valittu Pump Head Type -kohdassa. 
h. Puskurivalinnat (Buffer Selection) 
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Syötä puskurin tiedot sekä puskuri A:lle että puskuri B:lle, painamalla Re-
name Ports ja hyväksy painamalla OK. 
4. Method Outline 
a. Puskuri A:n letkun täyttö (Buffer A priming-Modified) 
Lisää puskuri A:n letkun täyttö painamalla Plus-merkkiä ja Phase Lib-
rary -ikkunasta Custom. Vedä Buffer A priming-Modified -nappulaa 
puhdistusvaiheen alkuun. Sulje Phase Library -ikkuna. 
b. Tasapainotus (Equilibration) 
Tarkista, että Gradient Segments -kohdassa on valittuna Isocratic 0 %B 
(initial), 0 %B (Final) ja 10 CV. Varmista, että ohjelma käyttää esiasetettua 
virtausnopeutta. Varmista lisäksi, että zero baseline on otettu käyttöön. 
c. Näytteen syöttö (Sample Application) 
Varmista, että näytteen syöttötapa on manuaalinen näyteluupin kautta. 
Syötä näytetilavuus Sample Injection with System Pump -kohtaan 2 ml 
enemmän kuin syötettävä näytetilavuus. Varmista, että System Buffer -
kohdassa on 0 %B. Fraktiokeräyksessä valitse Enable → Biofrac → Col-
lect All. 
d. Kolonnipesu (Column Wash) 
Tarkista, että Gradient Segments -kohdassa on valittuna Isocratic 0 
%B(initial), 0 %B(Final) ja 5 CV. Varmista, että ohjelma käyttää esiasetet-
tua virtausnopeutta. Tarkista, että fraktiokeräyksessä on valittu Biofrac ja 
Collect All.  
e. Eluutio (Elution) 
Laadi eluutiosegmentit Segment-kohdassa. Isocratic-toimintaa käyte-
tään, kun halutaan pitää lähtö- ja loppu-%B-arvot samassa. Gradient-toi-
mintaa käytetään, kun halutaan nostaa %B-arvoa lineaarisesti. Aseta 
segmenttitilavuus vähintään 5 CV + 7 CV (viive) per segmentti eli yh-
teensä vähintään 12 CV per segmentti. Segmentti poistetaan painamalla 
oikeata hiirtä ja valitse Delete Step. Tarkista, että fraktiokeräyksessä on 
valittu Biofrac ja Collect All.  
f. Kolonnipesu (Column Wash) 
Syötä Isocratic-segmentin tilavuudeksi 15 CV. Pidä lähtö- ja loppu-%B-
arvot nollana. 
5. Method Steps 
a. Tarkista kaikki vaiheet. Vaiheiden korjaus tehdään Method Outline-koh-
dassa. 
b. Vaiheen lisääminen 
Halutessasi voit lisätä vaiheita painamalla Plus-merkkiä Method Steps -
kohdassa vetämällä Create New Phase -nappulaa halutun puhdistusvai-
heen väliin. Syötä vaiheen nimi ja hyväksy painamalla OK. Lisää vaiheita 
vetämällä vaihenappula Step Library -kohdasta valitun vaiheen väliin. 
Tarkista lopuksi vaiheet ja korjaa niitä tarvittaessa Method Steps -koh-
dassa.  
c. Vaiheen poistaminen 
Paina hiiren oikeaa halutun vaiheen päällä ja valitse Delete Step Method 
Steps -kohdassa. Hyväksy painamalla Yes. 
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d. Vaiheen tallentaminen 
Voidaan tallentaa vaihe sekä Method Outline -kohdassa että Method 
Steps -kohdassa painamalla hiiren oikean vaiheen päällä ja valitsemalla 
Save As New Custom Phase.  
Tallennettu vaihe löytyy Phase Library -kohdan Custom-välilehdeltä. 
(Plus-merkki → Phase Library → Custom) 
6. Tallenna menetelmä painamalla Save AS. Nimeä menetelmä Method 
name -kohdasta ja paina SAVE. Halutessasi voit lisätä uuden kansion painamalla 
New Projects ja syöttämällä projektin nimen. Kansion poistamisessa paina hiiren 
oikeaa kansion päällä ja valitse Delete Project. 
7. Esimerkki proteiinipuhdistusmenetelmästä on esitetty alla. (Kuva 4.) 
 
Kuva 4. Proteiinipuhdistusmenetelmä. 
Laitteen valmistelu ja pylvään kiinnitys  
1) Kalibroi pH-elektrodi (Home → System Control → Calibration → pH). Laita ruis-
kuun noin 2 ml pH-puskuria. Poista ilmakuplat ruiskusta ennen pH-puskurin syöt-
töä laitteeseen. Ilmakupla poistetaan kääntämällä ruiskun suutin ylöspäin ja työn-
tämällä mäntää hitaasti. 
Paina Start ja aloita kalibrointi puskurilla pH 7. Syötä liuos pH-yk-
sikköön ja jatka kalibrointia seuraavalla pH-puskurilla (esim. pH 7 
ja pH 4 tai pH 7 ja pH 9). Huom! pH-alue riippuu käytetystä ajo-
puskurin pH:sta. Toimi laitteen ohjeen mukaisesti. Jos kalibrointi 
on epäonnistunut, kalibroi uudestaan. Laite ilmoittaa, kun kalibrointi on valmis. 
2) Ota puskuriletkut A ja B pois 20 %:n EtOH:n pullosta. Huuhtele puskuriletkut A ja 
B milli-Q-vedellä ja siirrä puskuriletkut A ja B astiaan, jossa on milli-Q-vettä. Laita 
20 % EtOH:n pullon korkki kiinni. 
3) Vaihda venttiilin asento System Inject Valve -kohdasta (Home → 
System Control → Manual Run → System Inject Valve → System 
Pump Waste).  
4) Avaa System Pump.  
5) Poista ilmakuplat systeemistä seuraavasti: 
a. Aseta 30 ml:n ruisku pumppu A:n ruiskuporttiin, avaa ruiskuportti kiertä-
mällä yksi kierros vastapäivään ja vedä ruiskun mäntää tasaisesti (noin 
10 ml). Sulje ruiskuportti kiertämällä myötäpäivään, tyhjennä ruisku jä-
teastiaan tarpeen mukaan ja toista 2−3 kertaa tai kunnes ilmakupla ei 
enää tule puskuriletkusta ruiskuun.   
b. Aseta 30 ml:n ruisku pumppu B:n ruiskuporttiin ja toista a-kohdan mukai-
sesti.  
c. Aseta virtausnopeudeksi 10 ml/min ja Gradient-kohtaan 
Gradient 50 %B, 50 Final %B 2 minuutiksi. Valitse Control 
Flow to avoid overpressure. Käynnistä painamalla Start. 
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Huom! Tämä vaihe tehdään aina, kun halutaan poistaa ilmakuplat systee-
mistä tai täyttää systeemi toisella liuoksella. 
6) Vaihda venttiilin asento System Inject Valve -kohdasta (System 
Control → System Inject Valve → System Pump Inject Loop).  
7) Avaa System Pump. Aja milli-Q-vettä asettamalla virtausnopeu-
deksi 1 ml/min ja Gradient-kohtaan Gradiant 50 %B, 50 Final %B 
10 minuuttia tai kunnes pohjaviiva on tasainen. Tarkista, että Control Flow to 
avoid overpressure on valittu. Käynnistä painamalla Start.  
8) Aja vielä milli-Q-vettä asettamalla virtausnopeudeksi 1 ml/min ja Gradient-koh-
taan Gradient 50 %B, 50 Final %B 10 minuuttia. Pysäyttämättä virtausta, irrota 
UV-detektorin letku letkuadapterista (letku #7 ORNG) ja kromatografiapylvään 
(kolonni) ylätulppa. Täytä pylvään yläreikä milli Q-vedellä ja kierrä pylväs kiinni 
kolonniletkuun löysästi. Irrota kromatografiapylvään alatulppa ja täytä detektori-
letku vedellä, jota tippuu pylväästä. Kun detektoriletku on täynnä vettä, kierrä pyl-
väs kiinni ja kiristä letkut pylvääseen. Kuivaa milli Q-vesi pois pylvään ulkopuo-
lelta ja letkuista. Tarkista, ettei neste vuoda liittimistä ja aja milli-Q-vettä, kunnes 
10 minuuttia on kulunut tai kunnes pohjaviiva on tasainen. 
9) Pysäytä virtaus ja siirrä letkut oikeisiin puskureihin (A-puskuri = A-letku, B-puskuri 
= B-letku). 
10) Vaihda venttiilin asento System Inject Valve -kohdasta (Home → System Control 
→ Manual Run → System Inject Valve → System Pump Waste).  
11) Avaa System Pump ja täytä A- ja B-letkut omilla puskureilla seuraavasti: 
a. Aseta 30 ml:n ruisku pumppu A:n ruiskuporttiin, avaa ruiskuportti kiertä-
mällä yksi kierros vastapäivään ja vedä ruiskun mäntää tasaisesti (noin 
10 ml). Sulje ruiskuportti kiertämällä myötäpäivään, tyhjennä ruisku jä-
teastiaan tarpeen mukaan ja toista 2−3 kertaa tai kunnes ilmakuplia ei 
enää tule puskuriletkusta ruiskuun.   
b. Aseta 30 ml:n ruisku pumppu B:n ruiskuporttiin ja toista a-kohdan mukai-
sesti.  
c. Aseta virtausnopeudeksi 10 ml/min ja Gradient-kohtaan 
Isocratic 0 %B, 0 Final %B 2 minuuttia. Valitse Control 
Flow to avoid overpressure. Käynnistä painamalla Start. 
d. Aseta virtausnopeudeksi 10 ml/min ja Gradient-kohtaan 
Isocratic 100 %B, 100 Final %B 2 minuuttia. Valitse Control Flow to 
avoid overpressure. Käynnistä painamalla Start.  
12) Vaihda venttiilin asento System Inject Valve -kohdasta (System 
Control → System Inject Valve → System Pump Inject Loop).  
13) Avaa System Pump. Aja puskuri A:ta asettamalla virtausnopeu-
deksi 1 ml/min ja Gradient-kohtaan Isocratic 0 %B, 0 Final %B 10 
minuuttia tai kunnes pohjaviiva on tasainen. Tarkista, että Control Flow to avoid 
overpressure on valittuna. Käynnistä painamalla Start.  
14) Vaihda venttiilin asennoksi Manual Load Loop näytteen syöttöä 
varten (Sample Inject Valve → Manual load loop). 
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AJON KÄYNNISTÄMINEN 
I. Varmista, että näytteesi on suodatettu 0,2 µm:n tai 0,45 µm:n ruis-
kusuodattimella ja siirrä se toiseen ruiskuun. Muista poistaa kaikki ilma 
ruiskusta! Ilmakuplat poistetaan kääntämällä ruiskun suutin ylöspäin ja 
työntämällä mäntää hitaasti, kunnes kaikki ilmakuplat poistuvat ruiskusta. 
II. Hävitä käytetyt materiaalit asianmukaisesti. 
III. Injektointineula löytyy laitteen varaosien laatikosta. 
 
1) Kiinnitä injektointineula ruiskuun, poista ilmakuplat sekä ruiskusta että neulasta 
ja ruiskuta (tasainen katkeamaton ruiskutus) näyteruiskulla näyteluupin INJECT- 
venttiiliin. Jätä ruisku paikalleen porttiin näytteen siirron jälkeen (muuten porttiin 
imeytyy ilmaa). 
2) Avaa ajo-ohjelma Open Method -valikosta (Home → Method Edi-
tor → Open Method) ja valitse haluttu ajo-ohjelma painamalla 
Open.  
3) Tarkista, että kaikki parametrit ovat oikeat (esim. aallonpituudet, 
puskurit, virtausnopeus, kolonni, puhdistusvaiheet jne.).  
4) Paina Start Run. Ohjelma kertoo, kuinka monta näyteputkea tarvitaan. Laita näy-
teputket fraktiokeräystelineeseen. Nimeä ajo-ohjelma. 
5) Paina Start Run uudestaan, jolloin ajo käynnistyy (muista poistaa valmistelun 
aikana syntyneet kuvaajat). 
6) Laite kysyy ajon jälkeen UV/VIS-detektorin valon sammuttamisesta. Voit sam-
muttaa valon heti, mikäli et heti jatka seuraavaan vaiheeseen. Peruuta valon 
sammuttaminen, jos haluat jatkaa seuraavaan vaiheeseen.  
Huom! UV/VIS-detektorin valon sammuttaminen ajon jälkeen pidentää sen 
käyttöaikaa. 
 
AJON TALLENTAMINEN 
1) Avaa ajo Evaluation-kohdasta (Home → Evaluation → Open Run).  
2) Valitse ajo ja paina Open. 
3) Valitse Peak Integration. Valitse Traces-kohdasta ei-haluttu aal-
lonpituus/aallonpituudet ja paina Delete. Hyväksy painamalla YES. 
Jos halutun aallonpituuden piikit ovat pienet, vie kursori y-akselin päälle, klikkaa 
y-akselia hiiren oikealla painikkeella ja valitse Lock UV scales. Muokkaa piikkien 
y-akseli valitsemalla Run/Traces. Muokkaa Max Y -kohta pienemmäksi/suurem-
maksi ja paina Enter. 
4) Tallenna ajo painamalla Save Analysis, anna ajolle nimi ja hyväksy painamalla 
Save (ajo tallentuu Chromlab-ohjelmaan). 
a. Tallennettu ajo löytyy Evaluation-kohdasta (Home → Evaluation → Open 
Analysis → valitse ajo → Open) 
b. Tallenna ajo haluttuun paikkaan kohdan 5 mukaisesti. 
5) Halutessasi voit tallentaa ajon PDF, PP tai Word-tiedostona File-välilehdestä 
(File → Analysis Report → Valitse raportoitavat tiedot → paina OK → valitse 
Save ja valitse haluttu tiedostotyyppi → paina OK). 
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LAITTEISTON PESU JA SAMMUTUS (KÄYTÖN LOPETTAMINEN) 
I. Kerää fraktiot talteen ja merkitse ne tarkasti. 
II. Poista ruisku INJECT-venttiilistä 
 
1) Huuhtele puskuriletkut A ja B milli Q-vedellä ja siirrä molemmat puskuriletkut A ja 
B astiaan, jossa on milli-Q-vettä. 
2) Vaihda venttiilin asento System Inject Valve -kohdasta (Home → System Control 
→ Manual Run → System Inject Valve → System Pump Waste).  
3) Avaa System Pump.  
4) Poista ilmakuplat systeemistä seuraavasti: 
a. Aseta 30 ml:n ruisku pumppu A:n ruiskuporttiin, avaa ruiskuportti kiertä-
mällä yksi kierros vastapäivään ja vedä ruiskun mäntää tasaisesti (noin 
10 ml). Sulje ruiskuportti kiertämällä myötäpäivään, tyhjennä ruisku jä-
teastiaan tarpeen mukaan ja toista 2−3 kertaa tai kunnes ilmakupla ei 
enää tule puskuriletkusta ruiskuun.   
b. Aseta 30 ml:n ruisku pumppu B:n ruiskuporttiin ja toista a-kohdan mukai-
sesti.  
c. Aseta virtausnopeudeksi 10 ml/min ja Gradient-kohtaan Gradient 50 %B, 
50 Final %B 2 minuuttia. Valitse Control Flow to avoid overpressure. 
Käynnistä painamalla Start. 
5) Vaihda venttiilin asento System Inject Valve -kohdasta (System Control → Sys-
tem Inject Valve → System Pump Inject Loop).  
6) Avaa System Pump. Aja liuosta asettamalla virtausnopeudeksi 1 ml/min ja Gra-
dient-kohtaan Gradiant 50 %B, 50 Final %B 10 minuuttia tai kunnes pohjaviiva 
on tasainen. Tarkista, että Control Flow to avoid overpressure on valittu. Käyn-
nistä painamalla Start.  
7) Siirrä molemmat letkut A ja B astiaan, jossa on 20 % EtOH. Toista äsken tehdyt 
vaiheet (2−6).  
8) Aja vielä 20 % EtOH asettamalla virtausnopeudeksi 1 ml/min ja Gradient-kohtaan 
Gradiant 50 %B, 50 Final %B 10 minuuttia, minkä jälkeen löysää vähän liitintä 
kromatografiapylvään yläpäästä ja irrota pylväs kokonaan UV-detektoriletkusta. 
Laita pylvään alapäähän tulppa kevyesti kierteelle.  ÄLÄ KIRISTÄ! (Nesteen pi-
tää päästä valumaan tulpan reunasta pylvään läpi). Irrota letku pylvään ylä-
päästä ja täytä pylvään reikä 20 %:lla EtOH:lla, jota tippuu irrottamastasi letkusta. 
Kiinnitä pylvään yläpään tulppa tiiviisti ja kiristä alapään tulppa. Täytä UV-detek-
torin adapteri 20 % EtOH:lla ja kiinnitä irrottamasi letku takaisin UV-detektorilet-
kun adapteriin. 
9) Irrota näyteruisku pois INJECT-venttiilistä. Puhdista injektointineula 70 % 
EtOH:lla ja lopuksi milli Q-vedellä käyttämällä ruiskua. Laita neula takaisin neu-
lakoteloon. 
10) Aja laitteeseen 20 % EtOH:a, kunnes pohjaviiva on tasainen tai 1−2 minuuttia. 
11) Säilytä pH-elektrodi säilöliuoksessa (Home → Calibration → pH → 
Start). Syötä pH-elektrodiin säilöliuosta noin 2 ml ja jätä syöttö-
ruisku paikalleen. Sulje ikkuna painamalla Close. 
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12) Paina kosketusnäytön Chromlab-kuvakkeesta ja valitse Shut down.  
13) Sammuta Chromlab-ohjelma ja tietokone. 
14) Kirjoita käyttötiedot laitteen käyttöpäiväkirjaan. 
15) Laita parafilmi 20 % EtOH:n pullon ja puskuriletkujen päälle (sulje avonaiset pul-
lot parafilmilla). 
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Liite 11. NGC Scout Plus -kromatografialaitteiston 
pikaohje. 
Vaihe Toteutus 
1) Laitteen ja tietokoneen käynnistys Käyttäjä: Bio, Salasana: bio 
2) Ajo-ohjelman luonti ja tallennus Käytä esiasetettuja ajo-ohjelmia ja muok-
kaa seuraavat asiat: (kolonni, ajopara-
metrit, UV/VIS-aallonpituudet, jne.). 
3) pH-elektrodin viritys Home → System Control → Calibration 
→ pH →start: pH-puskurin syöttö 
ruiskulla (pH 7 & 4 tai pH 7 & 9)  
4) Puskuriletku A ja B siirto Huuhtele letkut H2O:lla ja siirrä letkut H2O 
pulloon. 
5) Venttiilin vaihto Home → System Control → Manual Run 
→ System Inject Valve → System Pump 
Waste 
6) Ilmakuplien poisto laitteistosta Avaa System pump. Ime liuosta A ja B -
ruiskuportista 30 ml ruiskulla noin 10 ml. 
Toista 2-3 kertaa. 
Aseta parametrit: 10 ml/min, Gradient: 50 
%/50 %, 2 min, Control Flow to avoid 
overpressure → start 
7) Venttiilin vaihto Home → System Control → Manual Run 
→ System Inject Valve → System Pump 
Inject Loop 
8) Järjestelmän täyttö ja huuhtelu Avaa System pump. Aseta parametrit: 1 
ml/min, Gradient: 50 %/50 %, 10 min tai 
kunnes pohjaviiva on tasainen → Flow to 
avoid overpressure → start 
9) Kromatografiapylvään (kolonni) 
kiinnitys 
Pidä virtaus päällä asetuksilla: 1 ml/min, 
Gradient: 50 %/50 %. Kiinnitä kolonni let-
kun #7 ORNG ja UV-detektorin väliin. 
Tarkista liitosten tiiviys. Pidä virtaus 
päällä 10 min tai kunnes pohjaviiva on ta-
sainen. 
10) Puskuriletku A ja B siirto Pysäytä virtaus. Siirrä ne oikeisiin pusku-
ripulloihin. 
11) Venttiilin vaihto Home → System Control → Manual Run 
→ System Inject Valve → System Pump 
Waste 
12) Puskuriletku A ja B täyttö Ime puskuriliuoksia A ja B-ruiskuportista 
30 ml:n ruiskulla noin 10 ml. 
Täytä letkut automaattisesti paramet-
reilla: 
A. 10 ml/min, Isocratic: 0 %/0 %, 2 
min → Flow to avoid overpres-
sure → start 
B. 10 ml/min, Isocratic: 100 %/100 
%, 2 min  → Flow to avoid over-
pressure → start 
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13) Venttiilin vaihto Home → System Control → Manual Run 
→ System Inject Valve → System Pump 
Inject Loop 
14) Järjestelmän täyttö ja huuhtelu Avaa System pump. Aseta parametrit: 1 
ml/min, Gradient: 0 %/0 %, 10 min. tai 
kunnes pohjaviiva on tasainen → Flow to 
avoid overpressure → start 
15) Venttiilin vaihto näytteen syöttöä 
varten 
Home → System Control → Manual Run 
→ Sample Inject Valve → Manual load 
loop 
16) Ajon käynnistys Syötä suodatettu näyte injektioneulalla 
varustetulla ruiskulla INJECT- venttiiliin. 
Avaa ajo-ohjelma: Home → Method Edi-
tor → Open Method → valitse ohjelma → 
Open. Tarkista ohjelman parametrit → 
Start Run → laita fraktiokeräysputket pai-
koilleen → Start Run 
17) Ajon tallentaminen Avaa ajo: Home → Evaluation → Open 
Run → valitse ajo → Run. Muokkaa puh-
distuskuvaajat ja tee Peak Integration. 
Tallenna tietokoneelle tai muistitikulle.  
18) Laitteiston pesu Pese systeemi ensin H2O:lla kohtien 4–8 
mukaisesti. Pese systeemi lopuksi 20 
%:lla EtOH:lla toistamalla kohdat 4–8, si-
ten että kohdassa 4 letkut siirretään 20 % 
EtOH pulloon. Pysäytä virtaus aina kun 
vaihdat letkuja liuoksesta toiseen! 
19) Kromatografiapylvään (kolonni) 
poisto 
Pidä virtaus päällä asetuksilla: 1 ml/min, 
Gradient: 50 %/50 %. Irrota kolonni let-
kun #7 ORNG ja UV-detektorin välistä. 
Kiinnitä kolonnin tulpat paikalleen ja liitä 
letku #7 ORNG UV-detektoriin. 
20) Näyteruiskun ja injektioneulan 
poisto 
Irrota näyteruisku INJECT-venttiilistä. 
Puhdista injektioneula 70 %:lla EtOH:lla 
ja H2O:lla. 
21) pH-elektrodin säilytys Säilytä säilöliuoksessa: Home → Calibra-
tion → pH → Start. Syötä n. 2 ml säilöliu-
osta elektrodiin → Close 
22) Laitteen ja tietokoneen sammutus Paina Chromlab-kuvaketta ja valitse 
Shut down kosketusnäytöstä. Sulje oh-
jelma ja sammuta tietokone. 
23) Käyttötiedot Kirjaa käyttötiedot laitteen käyttöpäiväkir-
jaan 
24) Pullojen sulkeminen Laita parafilmi 20 % EtOH:n pullon ja 
puskuriletkujen päälle. 
 
